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En la Tesis Doctoral se ha realizado un estudio de la respuesta
inmunitaria en hígado y nódulos linfáticos hepáticos (NLH) en fases
tempranas de la infección por Fasciola hepatica en ovejas vacunadas
con catepsina L1 recombinante de F. hepatica y en ovejas no
vacunadas e infectadas. Para llevar a cabo el estudio la doctoranda ha
trabajado en dos ensayos experimentales en ovinos, en el primero
para evaluar la eficacia protectora de la vacuna CL1 recombinante se
utilizaron 34 ovejas, y el segundo para evaluar la respuesta
inmunitaria en fases tempranas de la infección, tanto en ovejas
vacunadas con CL1 como no vacunadas, se usaron 44 ovejas, tanto
las vacunadas como no vacunadas e infectadas fueron sacrificadas en
grupos de 5 animales a los 1, 3, 9 y 18 dpi, con un grupo de 4 ovejas
como control no infectado. Los resultados obtenidos en el estudio de
fases tardías CL1 no fueron publicables debido a la ausencia de
protección de la vacuna, pero han sido expuestos en el congreso
internacional. Respecto a la evaluación de la respuesta inmunitaria en
fases tempranas de la infección, tanto en hígado como en NLH se
observó un incremento de la ratio IL4/IFN-γ a los 9 y particularmente a
los 18 dpi, lo que indica que durante la migración hepática F. hepática
induce una polarización Th2 de la respuesta inmunitaria. Estos
resultados han sido publicados en la revista Veterinary Parasitology:
Th1/Th2 balance in the liver and hepatic lymph nodes of
vaccinated and unvaccinated sheep during acute stages of
infection with Fasciola hepatica. Pacheco IL, et al. Vet Parasitol.
2017 Apr 30;238:61-65.
Recientemente se ha enviado un segundo artículo para publicación en
la revista Veterinary Research: Fasciola hepatica induces Foxp3 T
cell, proinflammatory and regulatory cytokine overexpression in
liver from infected sheep during early stages of infection.
Pacheco IL et al., Vet. Res. (En prensa). Este artículo está en
prensa, habiendo contestado ya a las sugerencias de los revisores. En
este artículo se ha analizado la expresión génica de citoquinas
reguladoras (IL10, TGF-ß) y proinflamatorias (Il1, TNFɑ), así como la
expresión génica y antigénica de Foxp3 y evaluación de la fibrosis
hepática en los mismos grupos. Los resultados indicaron un
incremento significativo de la expresión de Foxp3 e IL10 desde los 9
dpi, con correlación entre ambos antígenos, así como incremento y
correlación desde los 9 dpi de fibrosis portal y TGF-ß.
En un tercer artículo se ha hecho un estudio de numerosos candidatos
a genes constitutivos para evaluar los más útiles para estudios de q-
PCR en muestras de hígados de ovejas infectadas con F. hepática.
Este artículo, titulado: A Comprehensive Approach to identify
reference genes for real-time PCR gene expression studies of
anti-Fasciola hepatica Vaccines Effectiveness in sheep., será
enviado en las próximas semanas a la revista Plos One para su
consideración.
Los resultados de la tesis han sido expuestos por la doctoranda en
dos comunicaciones orales con congresos internacionales:
1.- T. regulatory and proinflammatory cytokines expresssion in sheep
vaccinated with cathepsine L1 and challenge with Fasciola hepática.
Congreso: 3rd joint european congress of the ESVP, ESTP and ECVP.
Lyon, Francia, 30/08/2017- 02/09/2017.
2.- Liver changes in sheep vaccinated and non vaccinated with
recombinant cathepsin L1 and challenged with Fasciola hepática.
Congreso: 2nd Joint European Congress of the ESVP, ESTP and
ECVP. Berlin, Alemania, 27/08/2014- 30/08/2014.
Así como en dos pósters en congresos nacionales:
1.- Expresión génica de IL4 e INFγ en hígado y nódulo linfático
hepática en ovejas vacunadas con CL1 e infectadas con Fasciola
hepatica. Congreso: XXVIII Reunión SEAPV. Córdoba, España,
08/06/2016- 10/06/2016.
2.- Expresión de IL10TGFΒ y FOXP3 en hígados de ovejas vacunadas
con catepsina L1 e infectadas con Fasciola hepatica. Congreso: XXIX
Reunión de SEAPV. Cáceres, España.  14/06/2017- 16/06/2017.
La doctoranda ha recibido formación en q-PCR durante una estancia
de tres meses en el departamento de Parasitología de la Universidad
de Gante (Bélgica), bajo la supervisión del Profesor Peter Geldhof.
Por todo ello, los directores consideramos que la tesis reúne los
requisitos de calidad suficientes para autorizar su presentación.
Córdoba, 21 de Mayo de 2018
Firma de los directores
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Dios permitió en tu vida tuvo un propósito”
Papa Francisco
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1.-IMPORTANCIA DE LA ENFERMEDADLa fasciolosis causada por Fasciola hepatica constituye unaenfermedad parasitaria muy importante dentro del sectorganadero y es responsable de grandes pérdidas económicas en lacabaña de rumiantes en Europa, Las Américas, Australia y NuevaZelanda. Se trata de una enfermedad cuyas pérdidas económicasanuales a nivel mundial se han estimado en alrededor de 3 milmillones de dólares (Spithill y cols., 1999). La fasciolosis no solorepresenta un importante problema sin resolver aún en el sectorganadero sino que también supone un importante y crecienteproblema de salud pública, ya que aparte de afectar a un ampliorango de especies animales, particularmente los rumiantes, elhombre se encuentra entre las especies susceptibles y, por tanto, setrata de una enfermedad que tiene carácter de zoonosis.La enfermedad ha sido reconocida como una importantezoonosis en Europa, Africa, Asia, América Latina y Oceanía, dondees endémica en especies de animales domésticos (Esteban y cols.,1998c; Mas-Coma y cols., 2005; McManus and Dalton,2006; Nguyeny cols., 2011).  La fasciolosis humana es considerada como unaenfermedad parasitaria muy importante, con estimaciones de 2’4millones a 17 millones de personas infectadas (Hopkins, 1992). Elberro silvestre contaminado con metacercarias constituye laprincipal fuente de infección de humanos en Europa (Ripert y cols.,1987; Rondelaud, 1991; Bourée and Thiebault, 1993) y en otrasregiones (Wood y cols., 1975; Bendezú y cols.,1998).
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2.-EPIDEMIOLOGÍA Y DISTRIBUCIÓNLa distribución del parásito es variable porque deben darseunas condiciones adecuadas de humedad y temperatura tanto paraque tengan lugar las distintas fases del desarrollo del parásito, asícomo condiciones adecuadas para el hospedador intermediario.Estas características originan que este parásito sea enzoóticoprincipalmente en regiones donde la precipitación anual es alta yexisten grandes áreas de pastos verdes, pobremente drenados queproporcionan un hábitat adecuado para el caracol que actúa comohospedador intermediario (Lymnaea truncatula). De esta forma,aquellas zonas donde exista la presencia de pastos con riegocontinuo incrementa la distribución y prevalencia de F. hepatica(Sanchez-Andrade y cols. 2002). En varios Estados de la UniónEuropea, la prevalencia de la fasciolosis en el ganado ha aumentadodramáticamente en los últimos años. De esta forma, Reino Unido hamostrado  una prevalencia de infección que oscila entre el  45-84%(Tendler y Simpson 2008).  y por otro lado la prevalencia a nivel derebaños varia del 7% en Suecia al 97% en las granjas alpinas y del4% en el sur de Italia al 61,6% en granjas de ovejas en irlanda(Charlier y cols., 2014; Rinaldi y cols., 2015; Beesley y cols.,2017)Un estudio reciente, evidenció en Irán una prevalencia de -Fasciola
spp. del 7’7% en ovejas y del 5’4% en cabras (Khanjari y cols.,2014). En España la prevalencia de la enfermedad es variablesegún los diferentes factores que influyen en el ciclo del parásito enlas diferentes regiones. La humedad es un factor determinante, porlo que se ha descrito en Galicia una prevalencia del 83% en ovinos(Paz-Silva y cols., 2003), mientras que en áreas más secas como
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Andalucía la prevalencia en cabras fue mucho menor, con un valordel 3%(Martínez-Moreno y cols., 1996).
3.-DESARROLLO DE RESISTENCIA FRENTE AL PARÁSITODependiendo de la intensidad de la infección, la dosisinfectante y el patrón de reinfección, el proceso patológico puedeser crónico o agudo. Un proceso agudo podría producir la muertedel animal, mientras que uno crónico podría afectar a la produccióncárnica, de lácteos y lanar, así como, producir disminuciones en lacapacidad reproductiva (Rognlie y cols., 1996; Maqbool y cols.,2000; Schweizer y cols., 2005). Las ratas y el ganado vacunodesarrollan una resistencia parcial a las reinfecciones por F.
hepatica, sin embargo, las ovejas, los conejos, los ratones y lascabras son muy sensibles (Haroun and Hillyer, 1986; Martinez-Moreno y cols., 1997). Por lo tanto, en muchas especies el parásitotiene mecanismos eficientes de evasión de la respuesta inmune, loscuales incluyen la liberación de factores inmunosupresores queregulan la respuesta de los linfocitos T en ratas (Cervi and Masih,1997), ovejas (Chauvin y cols., 1995) y cabras (Martinez-Moreno ycols., 1997). De este modo, F. hepatica puede provocar unasupresión de la respuesta Th1 induciendo una mayorsusceptibilidad del hospedador a otras enfermedades como laSalmonelosis (Brady y cols., 1999) y producir interferencias en laspruebas de diagnóstico de la tuberculosis (Flynn y cols., 2007).
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4.-CONTROL ACTUAL DE LA ENFERMEDADActualmente, el control de la fasciolosis en rumiantes sebasa en el uso profiláctico/terapeútico de fármacosantihelmínticos, en particular el Triclabendazol, el cual es eficaztanto en etapas inmaduras como maduras del parásito. El uso deestos antihelmínticos se realiza de forma rutinaria y cíclica enaquellas áreas que son endémicas, debido a que las salidas al pastode los animales, provocan nuevas reinfecciones. Este hecho juntoal uso generalizado de antihelmínticos, ha originado la resistenciaal triclabendazol y otros fasciolicidas, constituyendo un problemaemergente en muchas áreas de numerosos países (Fairweather,2009). Además, el uso de antihelmínticos presenta variosproblemas. Uno de ellos es el coste del tratamiento continuo,especialmente para los agricultores de áreas endémicas (Overendand Bowen, 1995). A todo esto debe sumarse una mayor concienciade los consumidores acerca de los residuos de medicamentos en losalimentos y en el medio ambiente (Knox y cols, 2001).
5.-DESARROLLO DE VACUNASPor lo tanto, durante los últimos años ha aumentado elinterés en el desarrollo de estrategias vacunales para el controlinmunoprofiláctico de fasciolis en rumiantes. El desarrollo de unavacuna viable incluiría protocolos de inmunización con antígenosdel parásito capaces de inducir una respuesta inmune efectiva en elhospedador definitivo capaz de destruir al parásito y conferirprotección frente a la enfermedad. Varios ensayos de vacunación sehan llevado a cabo con diferentes extractos del parásito (Harounand Hillyer, 1986; Hillyer y cols., 1987) y con antígenos definidos
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de F. hepatica (Sexton y cols., 1990; Spithill y cols., 1999).Recientemente, se han llevado a cabo ensayos en modelos ovino ycaprino utilizando tres tipos de antígenos como candidatos:
Glutation-S-Transferasa (GST): son enzimas detoxificantescon una amplia gama de sustratos químicos.
FABP: Proteínas de unión a ácidos grasos.
Cat-L and TPx: enzimas proteolíticas, tales como lacatepsina L1 (CL1) y Tiorredoxina Peroxidasa (TPx).Utilizando esos antígenos, se ha demostrado unadisminución de la carga parasitaria, 43-72% en vacuno y 24-79%en ovino (Hillyer, 2005). Además, la mayoría del os ensayosvacunales mostraron una disminución en la fertilidad del parásito yla viabilidad de los huevos. Otros estudios han demostradorecientemente reducciones notables en la carga parasitaria deovejas usando Leucina aminopeptidasa (LAP) con diferentesadyuvantes (Maggioli y cols., 2011).Las proteasas y en concreto las catepsinas han sidopostuladas como candidatos prometedores a vacunas frente F.
hepatica (Dalton y cols., 1996; Piacenza y cols., 1999). Son lasprincipales proteasas encontradas en los productos de excreción-secreción (ES) del parásito (Dalton y cols., 2003b). Durante lasetapas migratorias a través del parénquima hepático y las etapasbiliares del parásito, la catepsina L1 (CL1) representa el 68% de lascatepsinas totales obtenidas de los productos ES. Por lo tanto, lacatepsina L1 parece ser importante para la supervivencia delparásito, la digestión tisular, la escisión de la inmunoglobulina G y
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la modulación de la respuesta T helper (Th1/Th2) (O`Neill y cols.,2001; Dalton y cols., 2003).
6.-RESPUESTA DEL HOSPEDADOR ANTE LA ENFERMEDADSe ha demostrado, tanto en etapas crónicas como agudas deovejas infectadas con F. hepatica una disminución de la expresiónde IFN-γ y un aumento de la expresión de IL-4, lo que sugiere unarespuesta inmune de tipo Th2 (Mulcahy y cols., 1999; Haçariz ycols., 2009; Pleasance y cols., 2011) aunque algunos estudiosmostraron en rumiantes una fase inicial de expresión de IFN-γ (2semanas) (Clery y cols., 1996; Flynn y Mulcahy 2008; Beesley ycols., 2017). Además, se ha demostrado la importancia de lacitoquina reguladora TGF-β en la producción de colágeno paraaumentar la resistencia del hospedador frente al parásito (Haçarizy cols., 2009), y la mejora de la expresión de las citoquinas IL-10 yTGF-β inducida por IL-4 (Schmidt-Weber y cols., 1999; Kohyama ycols., 2001).Por otro lado, los estudios llevados a cabo en ratas y ratonesinfectados con T. spiralis y en terneros infectados con F. hepatica,concluyeron que la citoquina IL-10 redujo la expresión de IFN-γ,reflejando una adaptación biológica para limitar los mecanismos demuerte intracelular. También en terneros se concluyó que lacitoquina IL-4 aumentó su nivel después de la inhibición de TGF-βsugiriendo que dicha citoquina podría ser responsable de inhibirlos mecanismos antiparasitarios dependientes de IL-4 durante lainfección aguda (Flynn y cols., 2008; Beiting y cols., 2016). Se hadescubierto a su vez, que una red compleja de células Treguladoras
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FoxP3 y combinaciones de citoquinas IL-10 y TGF-β desempeñanun papel en el control de la respuesta inmunitaria del huésped,previniendo la muerte del parásito y la resolución de la infección(Beiting y cols., 2007).
7.-CUANTIFICACIÓN DE CITOQUINAS MEDIANTE qRT-PCRLa cuantificación de las citoquinas producidas enhospedadores infectados con F. hepatica mediante qRT-PCR se hallevado a cabo en varios estudios. Sin embargo, la mayoría de esosestudios se han realizado en vacas (Waldvogel y cols.,  2004;Mendes y cols., 2013), ratas (Tliba y cols., 2002), ratones (Martin ycols., 2016) y conejos (Espino y Rivera., 2010) mientras que losestudios llevados a cabo en ovejas con qRT-PCR son más escasos. Eluso de qRT-PCR nos aporta resultados basados en los transcritos yno el producto final (como serían los estudios de proteómica ometabolómica), siendo una buena alternativa, fiable y máseconómica para llevar a cabo una valoración efectiva.
8.-OBJETIVOS DEL TRABAJODado que la respuesta protectora frente a F. hepatica seproduce durante las primeras etapas de la infección (Van Milligen ycols., 1999), el objetivo principal de este trabajo fue investigar losmecanismos de la respuesta local del hospedador durante lainfección temprana, ya que el parásito, que es inmaduro todavía,migra desde el intestino hacia el hígado, siendo el momento demayor vulnerabilidad del mismo.
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Para llevar a cabo esta valoración de la respuestainmunitaria del hospedador se plantearon los siguientes objetivossecundarios:1.- Evaluar mediante qRT-PCR la expresión tanto en hígadocomo en nódulos linfáticos hepáticos (NLH) de las citoquinas IFN-γe IL-4 (Th1 y Th2, respectivamente). Así mismo, estudiar laexpresión de las citoquinas reguladoras IL-10 y TGF-β, así como elfactor de transcripción FoxP3 y las citoquinas proinflamatoriasTNF-α e IL-1β.2.-Evaluar mediante inmunohistoquímica (IHQ) la expresióndel factor FoxP3 en ambas localizaciones.3.- Identificación y selección de genes constitutivos ovinos(hígado y NLH) mediante una comparación entre 10 genesdiferentes y obteniendo los más estables para cada caso.4.-Evaluación (macroscópica y microscópica) de las lesioneshepáticas producidas por el parásito en fases tempranas de laenfermedad.5.-Estudio de la carga parasitaria en fases crónicas de laenfermedad.Estos objetivos se plantearon en dos experiencias.  Laprimera de ellas (objetivos 1 al 4) se llevó a cabo en ovejasvacunadas con catepsina L1 recombinante (rCL1) en adyuvanteMontanide ISA 70 VG e infectadas con F. hepatica. La elección deeste adyuvante se debe a los buenos resultados previos en vacunasde F. hepatica para ovinos (Haçariz y cols., 2009) y bovinos (Goldeny cols., 2010).
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1.-ETIOLOGÍA Y PREVALENCIA
Fasciola hepatica es un helminto hermafrodita, clasificadotaxonómicamente dentro de la clase Trematoda, phylumPlatelmintos, subclase Digenea y familia Fasciolidae, que presentauna morfología foliácea y aplanada dorsoventralmente y que mideentre 18 y 51 milímetros de largo entre y 4 y 13 mm de ancho.Presenta dos ventosas muy próximas entre sí, una ventral demayor tamaño y otra oral, las cuales usa para adherirse a losconductos biliares y poder realizar los movimientos migratorios. Sutegumento lo recubren numerosas espinas que se dirigencaudalmente, cuya función es mantener su posición en el interiorde los conductos biliares, así como erosionar su epitelio y el de losvasos sanguíneos (Bennet, 1975). Las formas adultas se localizanen los conductos y vesícula biliar de gran cantidad de especies,aunque se consideran más susceptibles los rumiantes,principalmente los ovinos (Konopka, 1993; Manga y cols., 1990;Mitchell, 1995), los caprinos (Khallaayoune y cols., 1991; Bundy ycols., 1983) y los bovinos (Bouvry y Rau, 1986; Simmank, 1987;González-Lanza y cols., 1989; Genicot y cols., 1991; Poglayen y cols.,1995). Existen tres grupos de hospedadores definitivos para F.
hepatica atendiendo a su receptividad. Un primer grupo englobaaquellos hospedadores que reaccionan rápidamente frente alparásito (cerdo, perro y gato) (Cordero y cols., 2010); un segundoque son aquellos que reaccionan con retraso frente al mismo (vaca,caballo y hombre) (Haround y Hillyer, 1986; Morales y cols., 2000;Cordero y cols., 2010) y un tercero que englobaría a los
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hospedadores más susceptibles donde existe una altaproductividad y patogenicidad del parásito (oveja, cabra y conejo)(Reddington y cols., 1986; Chauvin y cols., 1995; Matinez-Moreno ycols., 1996; Matinez-Moreno y cols., 1997; Matinez-Moreno y cols.,1999 Apt y cols., 1993; Cordero y cols., 2010). En España se haencontrado F. hepatica parasitando ovejas, cabras, vacas, gamos,asnos, caballos, cerdos, jabalíes, conejos, liebres y a la especiehumana (Rojo y Ferre, 1999), tratándose de una zoonosis creciente,en la cual se ha estimado entre 2’7 y 17 millones de personasafectadas. La zona de los Andes (Bolivia, Perú y Ecuador) es dondese encuentra la prevalencia más alta de padecer la enfermedadadquiriéndose la infección mediante la ingesta de agua y vegetalescontaminados con metacercarias de F. hepatica, mientras que en laszonas de Egipto, sureste de Asia e Irán es donde encontramosprevalencias más bajas (Mas Coma y cols., 2005; McManus yDalton, 2006; Mas Coma y cols. 2009; González y cols., 2011).La prevalencia de la enfermedad es muy variable en España,dependiendo de la temperatura, la humedad y las precipitaciones(Martínez-Valladares y cols., 2013). El hospedador intermediario
Lymnaea truncatula presenta una amplia distribución geográfica yrequiere de humedad ambiental elevada para su desarrollo ysupervivencia (Graczyk y Fried, 1999). Así regiones contemperaturas moderadas y mucha humedad presentan más riesgode desarrollar la enfermedad ya que influyen de forma positiva enel ciclo biológico del parásito. En Galicia, se describió que laprevalencia en cabras estaba determinada principalmente por laraza y la edad de los animales. Las más mayores presentaban
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mayor prevalencia (24’3%) que las jóvenes (9’4%) y la razaautóctona (Cabra Galega) presentó menor prevalencia (13’7%) quela Cross-breed (26’7%) (Pérez-Creo y cols., 2015). Ocurrió lomismo en vacas siendo la Rubia Gallega la que menos prevalenciapresentaba (Sánchez- Andrade y cols., 2002). Por otro lado, laprevalencia de la fasciolosis causada por F. hepatica en ovejas fuede un 59’3% en la comunidad de Castilla y León y concretamentede un 60’5% en la provincia de León, la cual es significantementemayor que la descrita en los años 1992 y 1993 (Ferre y cols., 1995;Martínez-Valladares y cols., 2013). En Europa ha habido unaumento progresivo en la prevalencia de la enfermedad pero conuna distribución desigual y con variaciones en la prevalencia segúnlas regiones Las causas de este aumento pueden ser debidas tantoal desarrollo de resistencia frente a los fármacos antihelmínticos(Fairweather, 2011; Dalton y cols., 2013) como a  factoresclimatológicos, aumento de las lluvias, temperatura,evapotranspiración, humedad vegetación y tipo de suelo, todo estolleva a la aparición de inviernos más cálidos permitiendo así laactividad durante más tiempo del molusco hospedadorintermediario (Lymnaea truncatula), por el cual el parásitopresenta un marcado estenoxenismo (Fox y cols., 2011) y lapresencia a su vez del estadio infectante del parásito(metacercaria) (Charlier y cols., 2014a). Así, la prevalencia a nivelde rebaños varia del 7% en Suecia al 97% en las granjas alpinas ydel 4% en el sur de Italia al 61’6% en granjas de ovejas en Irlanda(Charlier y cols., 2014; Rinaldi y cols., 2015; Beesley y cols., 2017)
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2.- CICLO BIOLÓGICO
Fasciola hepatica es un parásito de ciclo indirecto (Figura 1)que necesita un hospedador intermediario para completar elmismo. Estos hospedadores intermediarios son caracoles moluscosdel género Galba (antiguamente conocidos como Lymnaea) (Figura
2) los cuales presentan una amplia distribución geográfica y suelenencontrarse en zonas de humedales (Figura 3). Dentro de estegénero Lymnaea truncatula se considera como el principalhospedador intermediario. El ciclo biológico de F. hepaticacompleto engloba unas 14 a 23 semanas (Mas Coma y cols., 2003)y consiste en cinco fases que engloban:1.- La eliminación de los huevos sin embrionar al medio conlas heces del hospedador definitivo y su posterior desarrolloembrionario.2.- La eclosión de una forma larvaria denominada miracidioy la búsqueda activa de un hospedador intermediario,generalmente el molusco gasterópodo, Galba truncatula.3.- Continuación del desarrollo larvario dentro delhospedador intermediario y que incluye multiplicación delos miracidios así como su evolución a esporocistos, redias yfinalmente cercarias.4.- La salida de la cercaría del hospedador intermediario ysu enquistamiento (metacercaria).5.- La ingestión de las formas infectivas (metacercarias) porparte de los hospedadores definitivos y el desarrollo de lasformas adultas.
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Los hospedadores definitivos presentan al parásito adultoen los conductos biliares donde eliminan huevos no embrionados,los cuales pasan a duodeno mezclados con la bilis y posteriormenteal medio junto con las heces. Un parásito adulto puede eliminarentre tres y cinco mil huevos al día (Graczyk y Fried, 1999; Rojo yFerre, 1999).Los huevos presentan morfología oval, color marrónamarillento y unas medidas de entre 130 y 145 μm de largo y entre70 y 90 μm de ancho y pueden permanecer viables en las hecesentre 3 semanas y varios meses, dependiendo de las condicionesambientales y la época del año, siendo la viabilidad del huevomayor en invierno que en verano, y decrece conforme aumenta ladesecación (Rowcliffe y Ollerenshaw, 1960). Si la temperatura y lahumedad son las óptimas (23ºC y 26ºC) en el interior del huevo sedesarrolla una larva móvil que recibe el nombre de miracidio (Rossy Mckay, 1929; Rowcliffe y Ollerenshaw, 1960).El miracidio, con una longitud de 130 μm, en el plazo de 24horas debe encontrar un molusco hospedador adecuado (Figura 4)ya que tiene reservas de glucógeno limitadas (Wagner, 1965). Unavez encontrado el hospedador intermediario adecuado, losmiracidios penetran en el molusco a través de la cavidad pulmonarde éste, gracias al largo proboscis (llamado terebratorium) que lepermite introducirse entre las células del epitelio columnar delcaracol. Posteriormente pierden los cilios que les dotan demovilidad y entonces se transforman en esporocistos, que son lasformas evolutivas que constituyen el primer estadio larvario de F.
hepatica (Hope Cawdery y cols., 1978; Boch y Supperer, 1986).
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Una vez en el hospedador intermediario, el esporocistocrece hasta la siguiente forma evolutiva en el ciclo biológico de F.
hepatica, la redia, que mide entre 1 y 3 mm de longitud y que yaposee una ventosa y un tubo digestivo primitivo. El cuerpo de laredia contiene numerosas células germinales, que van a originar lasiguiente forma larvaria que es la denominada cercaria, con untamaño de 250 a 350 μm y parecidas morfológicamente a unrenacuajo que, una vez que ha madurado, abandona la redia através del poro obstétrico o tocostoma. Esta cercaria pasará unashoras nadando en el agua, hasta que al final trepa por las plantas,pierde la cola y se enquista en las hojas, rodeándose de unacubierta resistente, convirtiéndose de este modo en la siguienteforma larvaria, denominada metacercaria  y que constituye laforma infectante que afecta a los hospedadores definitivos(Andrews, 1999).El proceso de enquistamiento, así como la estructura queforma la cubierta del quiste, es bastante complejo, tal y comodemuestran los trabajos realizados por Wright (1927), Stirewalt(1963), Dixon y Mercer (1964), Dixon (1965), Koie y cols., (1976) ySmith y Halton (1983). Existen numerosos estudios  que afirmanque las metacercarias pueden sobrevivir más de un año en lospastos, aunque es muy probable que su poder de infección no duretanto tiempo (Soulsby, 1965).La infección de rumiantes suele ocurrir durante el pastoreo,aunque puede también ocurrir en estabulación, a través del agua debebida o la administración de henos y ensilados mal realizados. Lasmetacercarias no se implantan en el hígado en su totalidad sino que
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se producen pérdidas durante la migración intraorgánica o a travésde las heces; por tanto, una vez ingeridas,  el porcentaje deimplantación hepática de las metacercarias es aproximadamentedel 40% (Rojo y Ferre, 1999). Una hora después de la ingestión, lasmetacercarias comienzan a desenquistarse dentro del intestino, ypoco después atraviesan la pared intestinal para acceder a lacavidad peritoneal y migrar hacia el hígado (Andrews, 1999).El proceso de desenquistamiento tiene lugar en dos fases: laprimera o de activación tiene lugar en el rumen y se desencadenapor una alta concentración de dióxido de carbono, ambientereductor y temperatura de 39ºC; la segunda o de emergenciaocurre en el intestino delgado, por debajo de la desembocadura delconducto colédoco y es iniciada por la bilis y el propio parásito(Dixon, 1966; Smith y Clegg, 1981; Sukhdeo y Mettrick, 1987).Una vez situadas en la cavidad peritoneal, las formasjuveniles de F. hepatica pueden colonizar cualquier tejido cercano,como pueden ser los nódulos linfáticos locales, aunque lo usual esque penetren en el hígado. La predilección por el tejido hepáticopuede producirse de forma aleatoria o puede deberse a laproximidad anatómica, aunque también se cree que la migración delas formas juveniles hacia el hígado responda a determinadosestímulos, aunque estos factores todavía no se conocen conexactitud (Sukhdeo y Mettrick, 1986, 1987). Una vez en el hígadolas formas juveniles del parásito atraviesan el parénquima hepáticohasta llegar a los conductos biliares donde se alojará el adultocerrando así el ciclo.
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Figura 1.- Imagen tomada de la siguiente dirección:http://www.cdc.gov/dpdx/fascioliasis/index.htm
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Figura 2.- Imágenes propias tomadas en nuestro laboratorio. A,B y C. Lymnaeasen diferentes  medios de cultivo. D. Ampliación del rostro de Lymnaea.
Figura 3.- Imagen propia tomada en zona de humedales de la provincia de Cádiz.
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C D




Figura 4.- Imágenes propias, hechas en nuestro laboratorio. A. Huevo conmiracidio formado, justo antes de la eclosión. B y C. Lymnaeas que estánsiendo infectados por miracidios.




Diferentes autores describieron la patogenia de estaenfermedad durante los años 60 y 70 (Sinclair, 1962, 1967, 1968,1970; Ross y cols., 1967; Rushton, 1977; Rushton y Murray, 1977).Muchos animales pueden llegar a ser infectados por elparásito: ovejas (Manga y cols., 1990; Konopka, 1993; Mitchel,1995; Ferre y cols., 1995b), cabras (Bundy y cols., 1983;Khallaayoune y cols., 1991), vacas (Bouvry y Rau, 1986; Simmank,1987; González-Lanza y cols., 1989; Genicot y cols., 1991; Poglayeny cols., 1995),  y cerdos (Apt y cols., 1993; Gorman y cols., 1997).Algunos animales de laboratorio como ratones, ratas y conejos sehan usado en infecciones experimentales para estudiar losdiferentes aspectos de la patogenia (Behm y Sangster, 1999).El periodo de incubación abarca desde la ingestión de laforma infectante del parásito hasta que aparecen los primerossíntomas. Los parásitos maduran en un periodo de 3 a 4 meses enel cual F. hepatica viaja entre y dentro de los órganos (Behm ySangster, 1999).En las especies susceptibles, principalmente rumiantes, laenfermedad se desarrolla en varias fases, dependiendo de lalocalización de los parásitos, así se habla de:
1.- Fase prehepática: Las fasciolas juveniles se encuentran en lacavidad abdominal después de 72 horas de la ingestión de lasmetacercarias y de atravesar la pared intestinal (Kendall y Parfill,
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1962). En este proceso apenas existen signos clínicos debido a quese destruyen muy pocas células. En esta fase las formas juvenilesinteractúan con leucocitos peritoneales (Duffus y Franks, 1980a).Ocasionalmente se ha descrito la migración de F. hepatica aórganos distintos del hígado, por ejemplo el pulmón, provocandoneumonía y pleuritis fibrosa (Boray, 1969).
2.- Fase hepática: Después de 90 horas de infección los parásitosllegan al hígado, siendo los lóbulos hepáticos más afectadosaquellos más próximos al intestino delgado (izquierdo y ventral)originándose una hipertrofia compensatoria de los lóbulos menosdañados (Sinclair, 1967). A su vez en esta fase, se distinguen dosperiodos bien diferenciados:
 Periodo parenquimatoso que tiene lugar durante lamigración de las formas larvarias del parásito através del parénquima hepático.
 Periodo biliar donde las formas adultas ocupan losconductos biliares y la vesícula biliar.Existen especies (oveja, conejo, ratón) en las cuales seencuentran más adultos en los conductos biliares, teniendo unafase biliar abundante debido a la alta permisividad a la infección(Dawes, 1961; Sinclair, 1962; Urquhart, 1965; Ross y cols., 1967;Rushton, 1977; Rushton y Murray, 1977). En otras especies, comopor ejemplo la humana (Chen y Mott, 1990), sobreviven pocosparásitos a la fase migratoria  y su presencia en conductos biliareses menos frecuente.
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Debido a que un mismo parásito puede atravesar variasveces la misma zona en su fase parenquimatosa, dentro de unamisma muestra hepática podemos encontrar tanto lesionescrónicas como lesiones más recientes. Al mismo tiempo las lesioneshepáticas así como la respuesta inflamatoria inducida vanaumentando el tamaño debido a que el crecimiento de las formasinmaduras se produce a la misma vez que migra a través del hígado(Behm y Sangster, 1999). Las causas que producen daño hepáticoson varias. La principal son las espinas del parásito y la acciónprensil de la ventosa oral. En ovejas infectadas se observódescamación y ulceración en regiones adyacentes a los cuerposespinosos y, en algunos casos, aparecieron espinas dentro delparénquima hepático (Sinclair, 1967). Aun así, resulta difícilevaluar el grado de importancia de las espinas sobre el dañohepático y si su ausencia disminuiría o no la irritación en conductosbiliares (Behm y Sangster, 1999). Con la ventosa oral las formasjuveniles perforan y destruyen los hepatocitos, aspiran los restoscelulares hasta su faringe y allí los ingieren implicando dañostisulares bastante importantes (Dawes y Huges, 1964). Losproductos de excreción liberados por el parásito son tóxicos para elhospedador, ya que contienen proteasas con las cuales digieren eltejido hepático, contribuyendo tanto a la excavación de los túnelesmigratorios, como a la nutrición del parásito, produciendo lanecrosis de hepatocitos (Kelly, 1993; Chauvin y Boulard, 1996) ydisminución de su capacidad metabólica, especialmente de lasenzimas microsomiales (Lenton y cols., 1996). De esta forma, se haobservado que las mitocondrias aisladas (encontradas en áreas quehabían sufrido daño directo por las fasciolas) del lóbulo izquierdo
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de ovejas infectadas con F. hepatica, no sintetizaban ATPcorrectamente.La dosis infectante a la que se exponen los animales tienegran importancia en la patogenia y gravedad de la enfermedad. Así,dosis elevadas de metacercarias originan lesiones más severaspudiendo provocar la muerte del animal, sobre todo en animalesjóvenes. Por otro lado dosis bajas del parásito darían lugar a uncurso crónico de la enfermedad donde las principales afectacionesserían una repercusión en las producciones cárnicas, lácteas ylanares, así como un descenso apreciable en la capacidadreproductiva (Behm y Sangster, 1999; Mulcahy y cols., 1999;Maqbool y cols., 2000; Schweizer y cols., 2005).En ovejas (Pérez y cols., 2002) y cabras (Pérez y cols., 1999;Martínez Moreno y cols., 1999) se ha demostrado que infeccionespequeñas y repetitivas (similares a las que se producen de formanatural) inducen lesiones hepáticas más severas que una únicadosis infectante, aunque el número total de metacercarias sea elmismo. Estos resultados sugieren que en la oveja y cabra larespuesta inmunitaria local puede contribuir al daño hepáticodurante la fase migratoria.
3.2.- Lesiones
Tras el paso de las formas juveniles por la pared intestinal yla cavidad abdominal no se evidencian reacciones observables,excepto la presencia de pequeños focos hemorrágicos en peritoneo,donde el parásito queda adherido de forma temporal (Kelly, 1993).
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Las lesiones que F. hepatica produce en el hígado seclasifican en dos grupos, donde el primero de ellos coincide con lafase parenquimatosa, mientras que el segundo se corresponde conla localización biliar de los parásitos adultos (Dow y cols., 1968).
3.2.1.- Fase parenquimatosaA su vez y dependiendo de si analizamos la patologíamacroscópica o la histopatología esta fase la dividimos en:
3.2.1.1.-Lesiones macroscópicasDespués de 90 horas post-infección se produce la llegada delas larvas a la cápsula hepática (Kendall y Parfill, 1962)permaneciendo en el parénquima hasta la séptima u octava semanapost-infección (spi), fecha en la que comienzan a entrar en losconductos biliares (Kendall y Parfill, 1962; Dow y cols., 1968). En lafase parenquimatosa podemos distinguir una gran cantidad delesiones, todas ellas de tipo traumático, aunque también existe uncomponente de necrosis por coagulación que se relaciona con lapresencia de productos de excreción-secrección del parásito(FhESP) y que resultan tóxicos para el hospedador (Kelly, 1993;Chauvin y Boulard, 1996).A los 7-9 días post-infección (dpi), tanto en cabras (Zafra ycols., 2013b; Zafra y cols., 2013c) y ovejas (Escamilla y cols., 2016)las lesiones hepáticas afectaban principalmente al lóbulo izquierdoy consistieron en focos hemorrágicos de color rojizo, o en pequeñostrayectos sinuosos de color blanco-grisáceo de 0,2 mm de grosor yhasta 10 mm de longitud.
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Después de 10 dpi durante la primoinfección se observannumerosas fasciolas juveniles bajo la cápsula, pero estos hallazgosno se aprecian a los 10 días tras infección secundaria, debidoposiblemente a que en esta última, se produce una migración másrápida (Sandeman y Howell, 1981; Chauvin y cols., 1995; Meeuseny cols., 1995).Una moderada congestión del lóbulo izquierdo del hígado seobserva en la primera spi, pero hasta la 2ª o 3ª spi no aparecen losprimeros trayectos parasitarios; su aspecto es blanquecino, midenentre 0’5 y 2 mm de ancho y de 5 a 15 mm de largo, son tortuosos yse localizan principalmente en la superficie diafragmática delhígado, justo debajo de la cápsula hepática. A partir de la 3ª spi, lostrayectos adquieren una tonalidad amarillenta, presentan bordesblancos y hacen prominencia sobre la superficie hepática. A veces,pueden aparecer áreas hemorrágicas entre varios trayectoscercanos. En la 6ª spi, la mayoría de los trayectos han perdido sucoloración amarillenta, se hacen más anchos (2-3 mm) y estánllenos de sangre, lo que les confiere un matiz rojo oscuro. Es comúnobservar placas hemorrágicas de mayor tamaño (hasta 1 cm) en lasuperficie visceral del lóbulo izquierdo. A la 8ª spi la mayoría de lostrayectos ya no presentan convexidad, debido principalmente a lapérdida de su contenido; por otro lado, la superficie rugosa de lacápsula hepática favorece la aparición de adherencias fibrinosascon órganos adyacentes (Sinclair, 1967; Dow y cols., 1968; Rushtony Murray, 1977).Dependiendo de la carga parasitaria con la que se infectenlos animales las lesiones anteriormente descritas pueden variar.
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Según Ross y cols. (1967), podríamos distinguir entre infeccionesseveras en vacuno (más de 5.000 metacercarias ingeridas) einfecciones moderadas (entre 700 y 1.000 metacercariasingeridas).Normalmente la mayoría de las fasciolas alcanzan losconductos biliares, pero algunas de ellas pueden quedarenquistadas en el parénquima hepático. Cada quiste estáconstituido por un contenido oscuro formado por sangre, detritus yexcrementos de fasciola, que con el paso del tiempo será rodeadopor macrófagos, células gigantes multinucleadas y una cápsula detejido conjuntivo. Finalmente se convertirán en quistes caseosos,que pueden mineralizarse o ser invadidos por tejido fibroso (Kelly,1993). Concretamente, en cabras, se ha descrito que las principaleslesiones hepáticas son la perihepatitis fibrosa y abundantestrayectos tortuosos, más severos en animales reinfectados que enlos infectados por una dosis única, afectando principalmente allóbulo izquierdo (Pérez y cols., 1999).
3.2.1.2.- Lesiones microscópicasEntre la 1ª y la 3ª spi la migración de las fasciolas inmadurasprovoca túneles que contienen detritus celulares y sangre; aun así,las hemorragias suelen ser discretas, salvo las que se originan anivel subcapsular (Dow y cols., 1968). Los túneles son ocupadospor sangre, detritus celulares y eosinófilos y todo ello rodeado porhepatocitos degenerados infiltrados por eosinófilos y macrófagos(Dow y cols., 1968; Rushton y Murray, 1977; Kelly, 1993). En lostrayectos más antiguos, el  infiltrado de eosinófilos es denso en losextremos, mientras que la zona central está ocupada por una masa
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de detritus celulares embebidos dentro de una matriz amorfaeosinofílica. Posteriormente, esta zona central se retrae, elinfiltrado de eosinófilos disminuye en la periferia, mientrasaumenta el número de macrófagos; también existe un pequeñonúmero de linfocitos y fibroblastos, aunque en la oveja apenasaparecen depósitos de colágeno (Dow y cols., 1968).Durante esta migración hepática, las fasciolasfrecuentemente atraviesan los vasos sanguíneos induciendo laformación de flebitis, y en el caso de las venas hepáticas, tambiénproducen trombosis. Por el contrario, en los espacios portacercanos a los trayectos, se establece un infiltrado inflamatorio(principalmente formado por eosinófilos y también algunosmacrófagos y linfocitos), así como edema, que puede legar aestenosar o incluso colapsar las venas portales (Dow y cols., 1968;BVA´s Technical Development Commite, 1974; Rushton y Murray,1977). Una lesión característica de las infecciones primarias agudases la aparición de microabscesos en el parénquima hepático. Estosmicroabscesos están constituidos por colecciones focales deneutrófilos rodeando o invadiendo los hepatocitos, que puedenpresentar aún un aspecto normal o sufrir necrosis por coagulación(Meussen y cols., 1995).En cabra y oveja, los trayectos que han originadoabundantes detritus celulares pueden tardar varias semanas másen ser reabsorbidos, permaneciendo con un centro necróticoacidófilo constituido por detritus celulares rodeados por células
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gigantes multinucleadas y células epitelioides, linfocitos, célulasplasmáticas y fibrosis periférica (Pérez y cols., 1999, 2003).
3.2.2.- Fase biliar3.2.2.1.- Lesiones macroscópicasLa fase biliar se establece a partir de la 8ª-12ª spi aunque esposible observar fasciolas de forma aislada en conductos biliares alas 4ª spi (Rushton y Murray, 1977). Debido a la carga parasitaria,los conductos biliares van a estar dilatados y sus paredesengrosadas haciendo prominencia sobre la cara visceral del hígado(Ross y cols., 1967; Dow y cols., 1968; Rushton y Murray, 1977;Reddington y cols., 1986; Kelly, 1993). La lesión más llamativa delas infecciones primarias crónicas es una fibrosis periportal,acompañada de una proliferación y engrosamiento de losconductos biliares, dándole a la superficie hepática un aspecto depseudolobulillos (Meeusen y cols., 1995).En la fasciolosis caprina es frecuente observar un grannúmero de parásitos adultos (>100/hígado), que distienden elconducto biliar principal y la vesícula biliar, llegando incluso alconducto pancreático y duodeno proximal (Leathers y cols., 1982).3.2.2.2.- Lesiones microscópicasSegún Meeusen y cols. (1995) en las infecciones primariascrónicas, la lesión más llamativa es la fibrosis periportal,acompañada de proliferación de los conductos biliares e infiltradoleucocitario, lo cual puede dar lugar a la pérdida de la arquitecturahepática. Aunque el hallazgo microscópico más característico de lafase biliar es la colangitis hiperplásica que tiene lugar en los
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conductos biliares (Sinclair, 1967; Rushton y Murray, 1977).También  se puede apreciar necrosis de la mucosa de los conductoscon parásitos, pudiéndose a veces extenderse a otras capas másprofundas (Sinclair, 1967).Podemos encontrar huevos de fasciola tanto en losconductos pequeños como en los de mayor tamaño, observándosepor primera vez en estos últimos a las 12 spi. También se puedenobservar algunos aislados en las arteriolas hepáticas yocasionalmente en el parénquima hepático, donde está asociado auna severa reacción inflamatoria compuesta por eosinófilos,linfocitos, fibroblastos, y a veces, células gigantes multinucleadasque los fagocitan (Rushton y Murray, 1977; Pérez y cols., 2002). Laruptura de la pared de los conductos biliares y de vasos sanguíneoses un hecho común y frecuentemente va asociado a la aparición deinfartos (Ross y cols., 1967).En la especie caprina particularmente tras infeccionesrepetitivas se han descrito lesiones en hepatocitos consistentes endilatación de retículo endoplásmico liso (Martínez Moreno y cols.,1999; Pérez y cols., 1999). Esta organela cumple importantesfunciones en el metabolismo y detoxificación de numerosos tóxicos,y su dilatación podría estar originada por los productos deexcreción secretados por el parásito.
3.2.3.- Lesiones en nódulos linfáticos hepáticos (NLH)Los NL de los animales infectados de forma natural oexperimental por F. hepatica suelen mostrar un severo aumento detamaño debido a la hiperplasia de los folículos linfoides y de loscordones medulares. En infecciones severas la médula suele
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aparecer enrojecida. Microscópicamente se pueden observaralgunos focos hemorrágicos (agudos o crónicos) situados en lamédula, donde es frecuente encontrar macrófagos con variablecantidad de pigmento granular y refringente de color marronáceo(hemosiderina). De forma menos constante los nódulos linfáticoshepáticos muestran variable infiltrado de eosinófilos en cordonesmedulares y áreas paracorticales (Zafra y cols., 2008). Igualmente,se comprueba que durante la fasciolosis se produce un aumento enla ratio linfocitos T CD4/CD8 (Meeusen y cols., 1995).
4.-RESPUESTA INMUNITARIA FRENTE A Fasciola hepaticaEl sistema inmunitario de los animales ha evolucionado paraproporcionar una defensa eficaz contra un amplio rango deorganismos infecciosos, incluyendo virus, bacterias, hongos,protozoos y parásitos. Los mecanismos de defensa se puedendividir en dos sistemas distintos:• Inmunidad natural o innata: este tipo de inmunidad no requiereun contacto previo con el agente invasor para desarrollarse, es unarespuesta rápida y de amplio espectro y se encuentra mediada porel sistema del complemento, macrófagos y otras células defensivasno específicas como las células “natural killer” (NK) y las célulasdendríticas y eosinófilos. Este tipo de inmunidad es fundamentalpara el reconocimiento precoz de los microorganismos y actúacomo eslabón previo para el posterior desarrollo de la respuestainmunitaria adquirida, la cual a su vez modula y dirige al sistemainmunitario innato (Roitt, 2014).
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• Inmunidad adquirida: Es más lenta pero mucho más específica;está mediada por linfocitos T y linfocitos B, que a su vez actúansobre varios elementos del sistema inmune (Roitt, 2014).
4.1.- Respuesta inmunitaria natural
El primer eslabón defensivo frente a las infecciones poralgunos agentes son las barreras fisiológicas naturales como la piel,mucosas, ácidos gástricos, temperatura corporal, etc., pero,generalmente, son poco eficaces en infecciones por helmintos. Dehecho, los jugos gástricos, más que destruir las metacercarias de F.
hepatica, ayudan en el proceso de desenquistamiento (Dalton yBrindley, 1997). Cuando los agentes consiguen superar estasprimeras barreras fisiológicas, la segunda es el sistema inmuneinnato, el cual desarrolla una respuesta basada en dos eventos: laliberación de sustancias bactericidas o citocidas, que son capacespor sí mismas de destruir el agente. Aquí cabría destacar la accióndel sistema del complemento, el cual está formado por unaveintena de proteínas plasmáticas que actúan como una cascadaenzimática y su activación resulta en una serie de productoscapaces de lisar el agente invasor por ataque directo, formandoporos en sus membranas (Roitt 2014).; y el proceso de fagocitosis.Este último proceso puede ser generado por la activación delsistema del complemento, el cual induce una respuestainflamatoria y provoca la opsonización del agente, permitiendo suposterior fagocitosis por granulocitos y macrófagos (Mulcahy ycols., 1999).
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Algunos tipos celulares del sistema inmune innato tambiénreconocen las estructuras de carbohidratos de losmicroorganismos gracias a sus receptores de superficie, siendocapaces de destruir directamente al agente sin necesidad de unarespuesta más elaborada y tardía. Además, la estimulación dedichos receptores induce a los macrófagos a sintetizar citoquinasque, subsecuentemente, estimulan el crecimiento de los linfocitos einducen una respuesta inmunitaria específica.El reconocimiento inicial de las metacercarias y de los NEJs(Newly Excysted Juveniles o formas juveniles reciéndesenquistadas) tiene lugar dentro del tracto intestinal y con unaactivación de la mucosa epitelial muy importante. Existenactualmente numerosos estudios enfocados en el reconocimientode los NEJs, así García-Campos y cols. en 2016 estudiaron elreconocimiento de los residuos de proteínas y carbohidratosglicosilados que se comportan como antígenos tegumentales (Teg)e inducen la proliferación de células T mediante la activación decélulas dedríticas (DC) (Aldridge y O'Neill, 2016). Mientras que elreconomiento de la invasión de estos NEJs se encuentraactualmente bajo investigación, tenemos la certeza de que F.
hepatica tiene una influencia importantísima en un amplio rangode células efectoras de la inmunidad innata.Las células dendríticas (que mayoritariamente residen entejidos linfoides) poseen receptores similares a los de losmacrófagos y pueden reconocer e interiorizar glicoconjugados demicroorganismos, provocando una respuesta inmediata frente aestos agentes. Uno de los mecanismos clave que actualmente se
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considera muy relevante, es el hecho de que estas células seandiana de numerosas fracciones antigénicas y de proteínasespecíficas de parásitos capaces de modular su fenotipo de formaque pueden suprimir su maduración (Hamilton y cols., 2009;Dowling y cols., 2010) generando efectos de tolerancia antigénica(Falcon y cols., 2010) que muestran, por consiguiente, efectossupresores en la autoinmunidad (Carranza y cols., 2012).Recientemente se han descrito mediadores específicos de esosefectos, como la molécula Knutz (Falcon y cols., 2014) o glicanostegumentales (Aldridge y cols., 2016).Efectos similares se han descrito recientemente en losmastocitos o células cebadas procedentes de ratones (Vukman ycols., 2013), pero la función de estos mastocitos no está realmentedefinida ni hay evidencia de que sea protectora en ratas (VanMilligen y cols., 1998). Estas células son residentes en tejidos queresponden ante la activación tanto del sistema inmune innato comoel adquirido produciendo y liberando diferentes mediadoresinflamatorios presentes en sus gránulos citoplasmáticos(histamina, proteasas, carboxipeptidasas y proteoglicanos). Estascélulas son también capaces de sintetizar prostaglandinas,leucotrienos y determinadas citoquinas como el factor de necrosistumoral alpha (TNF-α) o interleuquina 4 (IL-4) (Prussin y cols.,2003). Además, son capaces de liberar determinadas sustanciasactivas contra los parásitos al unirse los complejos antígenoparasitario-IgE con sus receptores de IgE de alta afinidad (Gurish ycols., 2004; Yoshimoto y cols., 2006). Se estima que su papel es másdeterminante en estadios iniciales (peritoneo) de la infección (Doy
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y cols., 1981; Wicki y cols., 1991; Van Milligen y cols., 1998). Sinembargo, se ha descrito en bovinos que tras la infección con F.
hepatica existe escasa evidencia del incremento de porcentaje debasófilos y células cebadas (Bossaert y cols., 2000b; McCole y cols.,1998), mientras que en la infección con F. gigantica en búfalos sehan descrito incrementos en el número de células cebadas en elinfiltrado inflamatorio hepático (Molina y Skerratt, 2005).En numerosos procesos parasitarios podemos encontraruna población de células cebadas residentes intraepiteliares(llamadas “leucocitos globulares”) responsables de los fenómenosde rechazo rápido de parásitos a nivel epitelial (Huntley y cols.,1984; Stankiewicz y cols., 1993; Balic y cols., 2000). Sin embargo, elorigen de estos leucocitos globulares aún es campo de controversiapues también se ha demostrado en la especie caprina que expresanreceptores γδ, como determinados linfocitos (Konno y cols., 1995).No existen estudios sobre el papel de los basófilos en lainfección con F. hepatica, pero se ha descrito que existe una breveelevación de la basofilia en circulación tras la infección (Poitou ycols., 1993). Conociendo el importante papel de los basófilos comolas principales células secretoras de IL-4 en respuesta a antígenostipo-proteasas (Sokol y cols., 2008) y debido a la abundantecantidad de proteasas que están presentes en la infección por F.
hepatica, el estudio de los basófilos podría resultar una importantevía de investigación.Las células fagocitarias, tanto macrófagos como neutrófilos,además de su función fagocítica, pueden liberar sustancias queactúan directamente contra el agente invasor como determinados
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reactivos derivados del óxido nítrico o especies activas de oxígeno:peróxido de hidrógeno y sus derivados (Roitt, 2014; Piedrafita ycols., 2007). Martínez-Moreno y cols. en 2000 en un estudiorealizado en cabras infectadas con F. hepatica observaron unadeficiente respuesta fagocítica por parte de los neutrófilos queestaba correlacionada con la carga parasitaria cuando fuecomparada con los animales control.Otras células, como las llamadas “Natural Killer” (NK)presentan receptores en su superficie que pueden reconocer alagente invasor y provocar su citolisis (Fearon y Locksley, 1996).Estas células actúan en estrecho contacto con el agente diana(células tumorales, células infectadas por virus, etc.), sobre el cualliberan el contenido de sus gránulos (destacando la perforina)produciendo su destrucción.Los parásitos de gran tamaño, como es el caso de loshelmintos, no pueden ser fagocitados y parece ser que el organismoha solucionado este problema mediante el desarrollo de un sistemade destrucción extracelular mediante los eosinófilos. Estas célulasson polimorfonucleares con gránulos caracterizados por suafinidad hacia colorantes ácidos (Butterworth y cols., 1981; Gleichy Loegering D.A. 1984).Tanto los eosinófilos como los macrófagos han demostradoun importante papel en ratas infectadas con F. hepatica medianteun mecanismo denominado citotoxicidad celular mediada poranticuerpos (ADCC) (Van Milligen y cols., 1998). Experimentosllevados a cabo in vitro con macrófagos bovinos también hanobservado cómo estas células pueden matar NEJs (Duffus y cols.,
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1980), aunque este proceso ha sido cuestionado por autores comoGlauert y cols. en 1985. Los eosinófilos tienen receptores desuperficie para el componente C3b del complemento y, al activarsedichos receptores, son capaces de generar metabolitos de oxígenoactivo. Además, ciertos compuestos presentes en sus gránulos soncapaces de provocar daños a nivel de la membrana del agenteinvasor (perforinas, etc.). Piedrafita y cols., (2007) demostraronque los eosinófilos y macrófagos peritoneales de ovejas deIndonesia de cola corta, resistentes a F. gigantica, eran capaces dematar larvas juveniles recién desenquistadas de F. gigantica enpresencia de suero de animales infectados, pero esto no ocurría enrazas de ovejas susceptibles.
4.2.- Respuesta inmunitaria adquirida
La respuesta inmunitaria adquirida está mediada por dospoblaciones de linfocitos: linfocitos B, responsables de lainmunidad humoral y linfocitos T, responsables de la inmunidadcelular. En comparación con el sistema inmune innato, el sistemainmune adquirido presenta especificidad, diversidad,memorización y discriminación entre antígenos propios y extraños(Murphy y Weaver, 2017).
4.2.1.- Inmunidad celularTanto los linfocitos T, al igual que las células B, derivan delas células hematopoyéticas de la médula ósea, pero los primerosdeben pasar un periodo de maduración en el timo antes de podermigrar al bazo y nódulos linfáticos. Los linfocitos T son capaces dereconocer péptidos antigénicos gracias a que portan en su
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superficie receptores (TCR), que actúan en colaboración conmoléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Otroreceptor usado para distinguir a los linfocitos T de los B es el CD2,este está presente en la mayoría de los linfocitos T, timocitos ycélulas NK. Por otro lado, el receptor CD3 (molécula asociada aTCR) está presente en todos los linfocitos T maduros y timocitos(Roitt, 2014).Otra serie de co-receptores que pueden presentar loslinfocitos T son CD4 y CD8 que desarrollan diferentes funciones ysirven de base para su clasificación (Bernard, 1984), dividiéndolosen dos poblaciones autoexcluyentes. Dentro de cada una de dichassubpoblaciones se pueden diferenciar linfocitos T de memoria(cuya función sería proporcionar una más rápida respuesta tras elcontacto con un antígeno ya conocido) y linfocitos T noinmunizados específicamente contra ningún antígeno (Zuckermanny cols., 1996).Los linfocitos T se clasifican en función de las característicasde su receptor principal TCR, el cual es una proteínaheterodimérica compuesta por cadenas γδ (TCR-1) o bien cadenasαβ (TCR-2), que permite a las células T reconocer una gama muyamplia de anticuerpos (Roitt, 2014; Mulcahy y cols., 1999).Aproximadamente un porcentaje del 90% de las células T dela sangre periférica y órganos linfoides humanos y murinos,expresan el TCR-αβ, mientras que sólo una minoría, el 10%, poseeel TCR-γδ (Kaufmann y Kabelitz, 1991). En rumiantes, el porcentajees muy diferente, constituyendo gran parte del componente delsistema inmune (Hein y Mackay, 1991), observándose en vacunos
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neonatos que entre el 60 y el 75% de las células T en sangreperiférica son TCR-γδ+, aunque este porcentaje decrece un 10% enanimales adultos (Wyatt y cols., 1994) y se cree que puedendesempeñar un importante papel en la respuesta inmunitaria alestar involucrados en la respuesta linfocitaria frente a F. hepatica(Brown y cols., 1994), y también en el reconocimiento deanticuerpos microbianos (Roitt, 2014). Por otra parte, los linfocitosTCR-γδ+ han demostrado realizar funciones inmunoreguladoras deciertas respuestas inmunopatológicas (McMenamin y cols., 1994) yejercen un importante papel en el sistema no específico deinmunovigilancia (Janeway y cols., 1988; Ferrick y cols., 1995; Saitoy cols., 1998).Las dos principales poblaciones de linfocitos T son loslinfocitos T colaboradores (Th) y los linfocitos T citotóxicos (Tc),que se pueden distinguir por los marcadores de superficie CD4+ yCD8+, respectivamente:
 Linfocitos T colaboradores (T helper cell, Th)Las células Th CD4+ están restringidas al MHC tipo II y ayudana las células B a proliferar y producir anticuerpos (Roitt, 2014). Sehan identificado dos subpoblaciones principales de linfocitos TCD4+ colaboradores (Th). Se han llamado células T “helper 1” (Th1)y “helper 2” (Th2), ambas provienen de un mismo precursor(células Th0). Pueden distinguirse por la combinación decitoquinas que son capaces de secretar.Las células Th1 responden a antígenos presentados porcélulas dendríticas mieloides y por células B usando la molécula
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coestimuladora CD80 promoviendo la respuesta inmunitaria tipo 1,caracterizada por la producción del factor de necrosis tumoral beta(TNF-β), interferón-gamma (IFN-γ) y diversas citoquinas (IL):IL-2,IL-3, IL-12; este tipo de respuesta inmunitaria va a serespecialmente eficaz contra las infecciones intracelularesprovocadas por virus y otros microorganismos que proliferandentro de los macrófagos (Roitt, 2014; Mulcahy y cols., 1999).Las células Th2, responden a antígenos presentados por célulasdendríticas linfoides o plasmocitoides y por macrófagos, y menos aantígenos presentados por linfocitos B desarrollando la respuestainmunitaria tipo 2, con la producción de citoquinas IL-3, IL-4, IL-5,IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 (Mulcahy y cols., 1999). Estas citoquinascooperan con las células B y están adaptadas para la defensa contralos parásitos vulnerables a la IgE (activada por la IL-4), laeosinofilia (inducida por la IL-5) y la proliferación de las célulascebadas (estimulada por las IL-3 e IL-4), según los estudiosrealizados por Estes y cols., (1995), Abbas y cols., (1996), y Cervi ycols., (2001).Ambas respuestas celulares están fuertemente asociadasproporcionando inmunidad frente a helmintos, pero sin embargoproduce un descenso y decrece la resistencia frente amicobacterias y otros organismos intracelulares (Tizard,  2012).Las células Th17, son el tercer tipo de células colaboradoras ydesempeñan y papel fundamental en la respuesta contra bacteriasde crecimiento extracelular y hongos. Asimismo se ha descrito paraellas un efecto proinflamatorio que les permite hacer de puenteentre la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa (Bettelli y
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cols., 2007; Matsuzaki y Umemura, 2007). Esta respuesta Th17 estácontrolada por las citoquinas IL-23, TGF-β e IL-6. Estas dos últimaspromueven la diferenciación de los linfocitos quiescentes en Th17y, una vez diferenciados, la citoquina encargada de la proliferaciónde estos es la IL-23 (McGeachy y cols., 2007). Actualmente seconocen 6 moléculas diferentes de IL-17 nombradas desde la IL-17A a la IL-17F. Son esenciales en el reclutamiento, activación ymigración de otras células del sistema inmune.  La IL-17A e IL-17Hinfluyen sobre un amplio panel de células, estimulándolas parasecretar mediadores de la inflamación como IL-1, TNF-α, IL-6, IL-8,prostaglandina E2, quimiocinas y metaloproteasas (Kolls y Linden,2004).Actualmente, no se conoce el papel de la respuesta Th17 y nohay evidencia consistente de que tenga un efecto protector frente ahelmintos. En el caso de infección por Teladorsagia circumcincta enovejas, la expresión de citoquinas Th17 se correlaciona consusceptibilidad a la infección (Grossner y cols., 2012).La respuesta inmunitaria generada frente a parásitoshelmintos, y en particular frente a trematodos, está caracterizadapor una respuesta inmune Th2, que involucra a citoquinas IL-4, IL-5 e IL-13, así como IgE y células efectoras especializadas comobasófilos, mastocitos y eosinófilos (Abbas y cols., 1996; Klion ycols., 2004; Nutman y cols., 2013). Sin embargo, en la fasciolosis, noparece ser una respuesta realmente protectora. Las ovejasinfectadas con F. hepatica experimentan un aumento de laexpresión génica de citoquinas Th2, pero no de Th1 en eltranscurso de la infección (Álvarez y cols., 2015). Se ha descrito,
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además, que la magnitud de esta respuesta Th2 está directamenterelacionada con la carga parasitaria (Clery y cols., 1996).El desencadenamiento de una respuesta Th2 parece asociado auna producción temprana de IL-4. El origen de esta liberación espoco claro, aunque probablemente se produzca por parte demacrófagos y algunas células T que se estimulen vía receptores desuperficie diferentes a los de la lectina, como por ejemplo, linfocitosγδ+ intraepiteliares, que son capaces de liberar citoquinas antedeterminados estímulos (Ferrick y cols., 2000).Si bien la mayoría de los parásitos son sensibles a estarespuesta inmunitaria tipo Th2 (sobre todo los nematodosintestinales), otros han evolucionado y han conseguido evitar dicharespuesta inmunitaria (Pritchard y cols., 1997). Diversos estudiossugieren que determinados helmintos provocan una respuestainmunitaria Th2, de la cual son capaces de protegerse, para evitarlos mecanismos defensivos potencialmente tóxicos dependientesde una respuesta Th1 (Finkelman y cols., 1991; Pearce y Sher,1991; Allen y Maizels, 1997; Mulcahy y cols., 2005). Como un claroejemplo de mecanismo dependiente de una respuesta inmunitariatipo Th1 que se muestra eficaz frente a los procesos parasitarios,cabría destacar la acción citotóxica realizada por los  macrófagos.Estas células, una vez activadas por la acción de diferentescitoquinas, intervienen como células efectoras en la inmunidadprotectora frente a un amplio rango de parásitos protozoarios yhelmintos como Leishmania spp., Toxoplasma gondii, Trypanosoma
cruzi, o Schistosoma mansoni (Mulcahy y cols., 1999).
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Como la gran mayoría de los parásitos helmintos, la infecciónpor F. hepatica provoca una respuesta inmunitaria tipo Th2. Asídiversos estudios han demostrado que tanto la IgE (Bossaert ycols., 2000a) como los eosinófilos y las células cebadas (Bossaert ycols., 2000b), juegan un papel muy importante en la respuestainmunitaria que tiene lugar específicamente en el hígado de vacasinfectadas con F. hepatica. Varios trabajos previos ya habíandescrito dicha importancia en la mucosa intestinal de ratas (Doy ycols., 1982; Van Milligen y cols., 1998; Kesik y cols., 2007) y devacas (Wicki y cols., 1991) infectadas con F. hepatica.Sin embargo, se ha descrito que esta respuesta tipo Th2 esincapaz de eliminar o detener al parásito (Mulcahy y cols., 1999),por lo que cabría suponer que F. hepatica puede superarla parafacilitar su propia supervivencia. Cabe incluso la posibilidad de queel parásito module la respuesta del hospedador hacia unarespuesta Th2, para de esa forma protegerse de una respuesta Th1que podría resultarle más dañina (Maizels y cols., 1998; Maizels ycols., 2004).De hecho, en el caso de la fasciolosis, en las especiessusceptibles se produce un cambio en el tipo de respuestainmunitaria predominante desde un tipo Th1 (o Th0 en otrasespecies) inicial hacia una respuesta Th2 final en fases crónicas dela infección, lo cual resulta en beneficio del parásito. Así, porejemplo, el anticuerpo dominante en parasitaciones crónicas es laIgG1 en terneros, ovejas y ratas (O’Neill y cols., 2000),identificándose en estas especies también IgE (inmunoglobulinascaracterísticas todas ellas de respuestas tipo Th2).
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En cuanto a la respuesta temprana frente a la fasciolosis, untrabajo realizado en ganado vacuno por Clery y cols., (1998),concluyó que la infección con F. hepatica daba lugar a unaproliferación de linfocitos con rápida producción de IFN-γ, lo queera indicativo de un patrón Th1 en las fases iniciales del proceso. Siextrapolamos la dicotomía Th1/Th2 que tiene lugar en ratones(Pearce y cols., 1991; Pearce y Sher, 1991), la detección de IFN-γ enlas primeras fases de la infección y su ausencia en infeccionescrónicas, demostraría la polarización de la respuesta en función delcurso de la infección, permitiendo la supervivencia del parásitodurante las fases crónicas de la infección.
 Linfocitos T citotóxicosLas células Tc (CD8+) son las encargadas de destruiraquellos virus, bacterias o protozoos que infectan a las células delhospedador, tejidos trasplantados así como células cancerígenas(Roitt, 2014).Estos linfocitos se encuentran restringidos al MHC tipo I,estando su acción y activación controlada por parte de los linfocitosT  colaboradores. Los antígenos derivados de los agentesinfecciosos intracelulares son procesados en los endosomas ypresentados juntos al MHC clase I en la superficie de la célulainfectada. El reconocimiento de este complejo péptido-MHC clase Ipor parte de los receptores TCR-αβ de linfocitos T CD8+ inicia elproceso de destrucción de la célula infectada, normalmentemediado por la producción de radicales libres de oxígeno y
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perforinas (Roitt, 2014). Por lo general, las células Tc no soncapaces de mediar la eliminación de parásitos eucarióticosextracelulares, incluidos los helmintos (Mulcahy y cols., 1999).
4.2.2. Inmunidad humoralEsta respuesta está mediada por linfocitos B y célulasplasmáticas. Los linfocitos B se diferencian de las célulashematopoyéticas de la médula ósea. Viajan por el torrentecirculatorio hasta llegar a órganos linfoides secundarios como elbazo, nódulo linfático, tonsilas o placas de Peyer (Clark y Ledbetter,1994). Las células B maduras poseen receptores para la fracción Fcde inmunoglobulinas en su superficie, lo que le permite unirse adistintos anticuerpos y éstos a su vez, al epítopo de un antígeno.Por último los antígenos se presentan junto con el complejo mayorde histocompatibilidad (MHC) tipo II.La combinación estructural de péptidos y MHC tipo II en lasuperficie de las células B es reconocida por linfocitos T activados,más específicamente linfocitos Th. Estos linfocitos Th (CD4+) van asecretar proteínas mediadoras o citoquinas, principalmente la IL-4,aunque también intervienen la IL-2, IL-5 e IL-6 que inducen a lascélulas B a migrar al interior del folículo linfoide (Roitt, 2014;Cerutti y Guerrero, 2001). En esta localización entran en contactocon las células dendríticas foliculares (FDC) que reconocen sucomplejo inmune antígeno-anticuerpo y estimulan su proliferacióny diferenciación. Esta interacción dará lugar a la formación de uncentro germinativo prácticamente desprovisto de linfocitos T.Cuando las células B maduran, se desplazan a la zona clara, en la
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que abundan las FDC y linfocitos Th activados, que las inducen adiferenciarse en:a) Células plasmáticas, capaces de secretar más de 2000moléculas de anticuerpos o inmunoglobulinas porsegundo, específicas del antígeno que originalmente seunió a la célula B;b) Células de memoria, que mantienen la capacidad dereconocer al antígeno y proliferar a células plasmáticasy de memoria; este hecho acelera el proceso en el casode que se produzca un nuevo contacto con el mismoantígeno (Clark y Ledbetter, 1994).Los rumiantes, han mostrado poseer los siguientes tipos deinmunoglobulinas: IgM, IgG, IgA e IgE homólogos a los de otrasespecies y definidos según su antigenicidad y movilidadelectroforética (Musoke y cols., 1986).Las células B han demostrado tener un papel protector tantoen animales infectados con F. hepatica como aquellos que han sidovacunados previamente a la infección. Chung y cols (2012),destacaron el acumulo de células B CD19+ en el bazo de ratonesinfectados con F. hepatica. Por otra parte, en ovejas tambiéninfectadas con F. hepatica, se describió un incremento del 11% enel número de células B reclutadas a nivel de nódulos linfáticoshepáticos (Meeusen y cols., 1995).En vacas y ovejas infectadas se ha demostrado que unaumento de la IgG2 específica de F. hepatica se correspondía conprotección inducida por la vacuna y un aumento de la IgG1 se ha
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asociado a una respuesta Th2 no protectora (Mulcahy y cols., 1998;Mulcahy y Dalton 2001; Phiri y cols., 2006) Zafra y cols., en 2010describieron en cabras vacunadas con GST nativa de F. hepatica yposteriormente infectadas un incremento de células IgG+ en lacorteza de nódulos linfáticos hepáticos y en el hígado. Golden ycols. (2010) mostró que en vacas vacunadas con Catepsina L1donde hubo una disminución de la carga parasitaria con respecto algrupo control, un aumento tanto de la IgG1 como de la IgG2específicas en vacas vacunadas indicando una respuesta mixtaTh1/Th2. Asimismo, Buffoni y cols., 2012 mostraron un aumentotanto de la IgG1 como de la IgG2 en cabras vacunadas con FhCL1,FhPrx y Sm14.
5.- EVASIÓN DE F. hepatica LA RESPUESTA INMUNITARIAAl igual que otros helmintos, F. hepatica pueden sobreviviren sus hospedadores durante largos periodos de tiempo (1-2 añosen bovinos y hasta 20 años en oveja) aunque estén expuestos porsu naturaleza invasiva tanto a la respuesta humoral como celulardel hospedador. De esta forma, los parásitos poseen mecanismosmoduladores para evitar el persistente ataque del sistema inmunedel hospedador. Aunque su destino final en los conductos biliareses relativamente seguro desde el punto de vista inmunológico, parallegar a él tienen que atravesar estructuras como el intestino y elparénquima hepático en las que el sistema inmune es muy activo(Mulcahy y cols., 1999; Mulcahy y cols., 2005). Pero cada estadiodel desarrollo parasitario puede ser antigénicamente diferenteprovocando que la respuesta del hospedador esté a vecescaracterizada por una serie de discretas respuestas inmunitarias
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que envuelven diferentes periodos durante el curso de la infección.Este hecho origina que el parásito pueda eludir una respuestainmunitaria protectora directamente contra un estadio.Hipotéticamente, la inmunomodulación de la respuestainmunitaria debería ser beneficiosa para ambos, tanto para elhospedador como para el parásito, protegiendo al helminto de sererradicado y, por otro lado, impidiendo una respuesta pro-inflamatoria excesiva que provocaría importantes daños tisulares.Sin embargo, cuando el sistema inmunitario contacta con lainfección o con sus moléculas antigénicas comienza una intensarespuesta para intentar erradicar al parásito. Pero F. hepatica, amedida que aumenta su carga parasitaria y el tiempo post-infección es capaz de ir modulando esas respuestas permitiendo susupervivencia en detrimento del hospedador (Maizels y cols., 2004;Van Riet y cols., 2007).Los factores que pueden contribuir a la evasión inmunepueden ser variables:
5.1.- Localización final del parásito
La localización final del parásito dentro de los conductosbiliares hace que tanto los huevos liberados como los antígenosvayan a intestino a través de los conductos biliares y colédoco juntocon la bilis, lo que limita la respuesta inmune que deberían inducir.Debido a esto los niveles de anticuerpos inducidos en diferentesespecies descienden una vez que el parásito penetra dentro de losconductos biliares (Hanna, 1980a; Meeusen y Brandon, 1994; Cleryy cols., 1996). También se observó que los niveles de
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inmunoglobulinas en conductos biliares de vacas infectadas son 12veces menores que los medidos en sangre, predominando la IgA, loque confirma la escasa actividad inmunológica a este nivel (Hughesy cols., 1981).
5.2.- Glucocáliz
Asumiendo que la mayoría de las interacciones entre elparásito y el hospedador tendrán lugar en la superficie parasitaria,podríamos decir que esta va a desarrollar un papel muy importanteen la protección contra el sistema inmune (Mulcahy y cols, 1999).Partiendo de la premisa que no existe evidencia de que F. hepaticaabsorba macromoléculas del hospedador en su superficie paraenmascararse como ocurre con Schistosoma spp podemos decir queel glucocáliz superficial de F. hepatica puede contribuir a la evasióninmune de tres formas distintas:a) El sistema inmune lucha contra un “blanco variable” debidoa que la composición del glucocáliz sufre una serie decambios durante el desarrollo del parásito en elhospedador, posiblemente para adaptarse a los distintosmedios, siendo más frecuentes durante la fase migratoria(Hanna, 1980b).b) Las células defensivas como neutrófilos y eosinófilos nopueden establecer un contacto estrecho y lo suficientementeduradero con el parásito como para permitir sudegranulación y destrucción ya que el glucocáliz sufreprocesos de muda constantemente y es reemplazado porvesículas secretoras del parásito, provocando el
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desprendimiento de estas células defensivas junto con elmismo. (Duffus y Franks, 1980; Hanna, 1980b).c) La reacción inmune potencialmente letal llevada a cabo porlos anticuerpos no puede llevar a cabo su función debido ala liberación de productos del glucocáliz creando un flujocirculatorio (Duffus y Franks, 1980).
5.3.- Evasión de la acción del sistema del complemento
Existen factores que podrían explicar la gran resistencia delas fasciolas juveniles recién desenquistadas a la acción del sistemadel complemento. Aunque las larvas recién desenquistadas son per
se muy sensibles a la acción del sistema del complemento, lapresencia de ácido siálico terminal en componentes del glucocálizparece que influye en la unión de la fracción C3 a la superficie delparásito evitando la activación del complemento por la víaalternativa (Montgomery y cols., 1986).
5.4.- Cambios antigénicos durante la migración parasitaria
Los anticuerpos desarrollados en nódulos linfáticosmesentéricos son diferentes a los de nódulos linfáticos hepáticos ya los del bazo, presentando diferentes patrones de reacción frente adiferentes antígenos. Igualmente, se provocan distintas respuestasisotípicas (por ejemplo, la producción de IgE es mucho mayor enlos nódulos linfáticos hepáticos que en los mesentéricos o en elbazo, mientras que la de IgA es mayor en los nódulos linfáticosmesentéricos). Estos hallazgos sugieren una particular regulaciónde las citoquinas secretadas por las células T en cada una de estas
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zonas. Esta variación en el tipo de respuesta inmunitaria hace queésta sea menos efectiva que si se tratase de un único mecanismodefensivo (Meeusen y Brandon, 1994).
5.5.- Capacidad migratoria a través del parénquima hepático
Los parásitos tienen la suficiente motilidad como para “dejaratrás” al infiltrado inflamatorio; mientras éstos pueden atravesar elhígado sin obstáculos, los leucocitos tienen que abandonar loscapilares sanguíneos del espacio porta y atravesar el tejidointersticial hasta llegar a los túneles en los que se encuentra elhelminto (Meeusen y cols., 1995). De este modo los túnelesmigratorios del parénquima hepático de ovejas primoinfectadascon F. hepatica aparecen rodeados por granulocitos (eosinófilos yneutrófilos), macrófagos, y linfocitos T y B (Meeusen y cols., 1995).Sin embargo, mientras los parásitos jóvenes se hallan presentes enesos túneles, no se observa infiltración linfocitaria rodeándolos.Así, a los 7-9 dpi, la mayoría de las larvas observadas en hígado nomostraban reacción inflamatoria y apenas lesiones en el tejidohepático que rodeaba las larvas, mientras que 2-3 mm detrás deellas aparecía necrosis por coagulación e infiltrado inflamatorioprincipalmente compuesto por eosinófilos (Zafra y cols., 2013b;Zafra y cols., 2013c, Escamilla y cols., 2016). En estadiosposteriores el infiltrado celular se incrementa, pero sólo se observajunto a los espacios porta y zonas lesionadas, y no rodeando a lasfasciolas.En el caso de las reinfecciones, los parásitos pueden avanzarmás rápidamente al evitar zonas previamente lesionadas y
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únicamente migrar por zonas sanas, lo cual explicaría que ensucesivas reinfecciones los parásitos migren más rápidamente queen las primoinfecciones (Meeusen y cols., 1995).
5.6.- Inmunomodulación de los linfocitos T reguladores FoxP3+
(Tregs FoxP3), citoquinas reguladoras y diferenciación hacia
una respuesta Th2
Determinados parásitos helmintos amplifican  la red decélulas Treg en el hospedador, ya que estas parecen ser un factorimportante en la habilidad del parásito para evadir la respuestainmune y así asegurar su supervivencia (Maizels y Yazdanbakhsh,2003; Escamilla y cols., 2016). Grainger y cols. (2010) mostraron in
vitro que los productos de excreción y secreción de la larva L4 de
Teladorsagia circumcincta inducían la expresión del factor detranscripción FoxP3 en linfocitos T (Treg). Dicho factor detranscripción está íntimamente involucrado en la activación delinfocitos T CD4+. Sugiriendo, de esta forma, que el parásito podríainducir activamente las respuestas reguladoras de las células Tdurante la infección. En experimentos in vivo también se demostróque T. circumcincta inducía expansión de linfocitos FoxP3 enabomaso, así como incremento en la producción de IL-10 (McNeillyy cols., 2013). También observaron que los productos de excrecióny secreción de Heligmosomoides  polygyrus pueden conducir a laexpresión del factor de transcripción FoxP3 de una manera análogaa TGF-β. De igual forma, estudios de los estadios larvarios de
Ostertagia ostertagi han demostrado que pueden suprimir la
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activación y proliferación linfocitaria in vitro (Gómez-Muñoz,2004). Los linfocitos Tregs para llevar a cabo la inmunomodulaciónrequieren de citoquinas como IL-10 y TGF-β, con un papelantiinflamatorio fundamental, suprimiendo el desarrollo de célulasTh1 y limitando la magnitud de la respuesta Th2, permitiendodisminuir además el daño tisular hepático casuado por la respuestainflamatoria en infecciones por F. hepatica (Pleasance y cols.,2011a; Martinez-Pérez y cols., 2014; Rojo-Vazquez y cols., 2012).Las células Treg mediadoras de la supresión y el papel de la IL-10siguen siendo controvertidos.  Hasby y cols. (2015) en un estudiodesarrollado en ratones que fueron vacunados con antígenos dehuevos de Schistosoma mansoni, como terapia frente a la colitis,demostraron que los animales vacunados mostraban una mayorexpresión de FoxP3 así como una significante correlación positivaentre Tregs FoxP3 e IL-10. Este hecho sugiere un refuerzo de lacapacidad de modulación de la respuesta inmune por parte delparásito, lo que se traducía en una mitigación de los efectosnegativos de la colitis. Así mismo, estos investigadores tambiénobservaron que todo el proceso iba acompañado de un descenso deIL-2, IFN-γ, e IL-4. Sin embargo, no ocurrió lo mismo en un estudiollevado a cabo en ratas y ratones infectadas con Trichinella spiralisdonde el aumento de IL-10 si disminuyó la expresión de IFN-γ perono influyó en la producción  de IL-4. La disminución de la respuestaTh1 durante la infección de T. spiralis refleja una adaptaciónbiológica para limitar los mecanismos que acabarían con eldesarrollo larvario dentro de las células musculares (Beiting y cols.,
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2016). También es sabido que la IL-10 inhibe la producción de IL1,IL-6, IL8, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) y óxido nítrico(NO) por monocitos/ macrófagos en hígado para posteriormenteejercer efectos antiinflamatorios en el mismo (Malefyt y cols., 1991;Gazzinelli y cols., 1992).Otro estudio también demostró que en fasciolosis crónica envacuno, la inhibición de IL-10 provocaba un aumento de IFN-γ yque al inhibir TGF-β aumentaba la producción de IL-4 lo cualsugiere que TGF-β es responsable de inhibir los mecanismosantiparasitarios dependientes de IL-4 y que la IL-10 es laresponsable de que no se lleve a cabo una respuesta Th1 eficazcontra el parásito. En general, se sugiere la existencia de unainteracción cooperativa entre IL-10, TGF-β y FoxP3 originando unentorno regulador que asegura la supervivencia del parásito y almismo tiempo protege al hospedador de los procesos inflamatorios(Flynn y Mulcahy, 2008). Otros estudios, sin embargo indican quela IL-4 se encarga de estimular tanto a la IL-10 (Schmidt-Weber ycols., 1999) como al TGF-β (Kohyama y cols., 2001). Según Ishizakay cols. (1996) la IL-10 producida en los hepatocitos de ratones, esestimulada por la presencia de TGF-β, y a su vez esta citoquina esquimiotáctica para los fibroblastos, estimulando su proliferación yel incremento de la síntesis de proteínas de la matriz extracelular,incluyendo el colágeno. Por lo que la citoquina TGF-β participatambién en la reparación y regeneración de los tejidos, aunque unexceso de la misma provocando excesiva fibrosis pueden producirhipertensión periportal (Booth y cols., 2004; Cutroneo, K.R. 2007).
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Esta capacidad de supresión de la respuesta inmune Th1 enel hospedador está directamente relacionada con un aumento de lasusceptibilidad del animal parasitado a otras infecciones comopueden ser la salmonelosis, clostridiosis y tuberculosis, e inclusointerfiriendo en pruebas diagnósticas de dichas enfermedades(Brady y cols., 1999; Flynn y cols., 2007; Claridge y cols., 2012;Dalton y cols., 2013). En el caso de la tuberculosis, es bien conocidoque la protección que se desarrolla frente a Mycobacterium estácaracterizada por una fuerte respuesta Th1 específica, sin embargo,la coinfección con helmintos, impide esa respuesta Th1 necesariapara eliminar Mycobacterium modulándola hacia una respuestainmune Th2 o un estado antiinflamatorio inefectivo para controlarla infección.Flynn y cols. (2007) demostraron que las célulasmononucleares aisladas de la sangre periférica (PBMCs) deanimales coinfectados con F. hepatica y Mycobacterium bovissecretaban niveles reducidos de IFN-γ en respuesta a laestimulación con antígenos micobacterianos comparados conPBMCs de animales infectados solo con M. bovis. Garza-Cuartero ycols. (2016) describieron que F. hepatica era capaz de reducir lacarga de Mycobacterium bovis y suprimir la respuesta pro-inflamatoria asociada.La función efectora de las células Th1 ha sido asociadatradicionalmente con la activación de macrófagos a través de IFN-γpara destruir los patógenos intracelulares, mientras que losefectores de la respuesta Th2 incluyen células granulocíticas comoeosinófilos, mastocitos, basófilos e isotipos de anticuerpos citófilos.
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En infecciones por F. hepatica se ha descrito que existe unainducción al fenotipo M2 de los macrófagos. Esto ocurre durantelos tres primeros días post-infección en ratones. Al producirse estainducción hacia la vía alternativa M2, estos macrófagos pierden sufunción efectora proinflamatoria, perdiéndose ligandos dereceptores tipo TLR (Toll-like receptors) y contra F. hepática,pasando a una respuesta Th2 de tipo reparativo (Donnelly y cols.,2005; Donnelly y cols., 2008).La presencia de todos esos mecanismos inmunológicos(Th2, derivación hacia macrófagos M2) regulados por F. hepaticason de vital importancia para la protección de tejidos como elhígado, así como del daño causado por la larva migrante. Existeevidencia de que estos macrófagos M2 producen TGF-β, así comograndes cantidades de citoquina IL-6, las cuales presentan  unasfuertes propiedades fibrogénicas (Sime y O’Reilly, 2001; Knight ycols., 2003).
5.7.- Productos de excreción y secreción de Fasciola hepatica
(FhESP): Potentes moléculas inmunomoduladoras
Diversos estudios han demostrado el papel regulador de larespuesta inmune que los productos de excreción-secrección deFasciola hepatica juegan en diversas especies de hospedadores. Así,Donnelly y cols. (2005) demostraron que los ratones a los que se leadministraron intraperitonealmente en tres ocasiones 10 µg deFhESP durante una semana, desarrollaron una respuestainmunitaria Th2. Tras esta respuesta Th2 inducida, se pudoevidenciar la supresión del desarrollo de la respuesta Th1.
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Robinson y cols. describieron dos fracciones de los FhESP:por un lado la peroxirredoxina (FhPrx), la cual ha sido estudiada in
vivo e in vitro demostrando su responsabilidad en la activación delfenotipo M2 de los macrófagos, los cuales no responden a losestímulos inflamatorios clásicos y promueven la diferenciación dela respuesta inmunitaria hacia Th2 (Robinson y cols., 2009). La otramolécula es la denominada molécula de defensa contra helmintos(FhHDM-1), la cual se ha propuesto como una molécula similar a lacatelicidina en mamíferos. Este péptido, más estudiado en humanosse expresa en neutrófilos, macrófagos y células de las mucosasepiteliales como respuesta a la estimulación por mediadoresinflamatorios y microorganismos. Por lo que la FhHDM-1 se hapropuesto como un potencial agente terapéutico anti-sepsis(Robinson y cols., 2011).Rodriguez y cols. (2015) demostraron que losglicoconjugados de F. hepatica eran capaces de promover laproducción de IL-4 e IL-10 y suprimir la producción de IFN-γ porparte de los esplenocitos durante la infección, dilucidando con elloalgunas de las moléculas responsables de la regulación inmunitaria.Recientes estudios evidencian como los FhESP tambiéninducen la apoptosis de los eosinófilos in vivo en ratas (Serradell ycols., 2007), así como de otras células efectoras como macrófagos,y  células dendríticas evadiendo así la respuesta inmune (Shin ycols., 2000; Semnani y cols., 2008; Yan y cols., 2008; Zepeda y cols.,2010; Nono y cols., 2012; Das Mohapatra y cols., 2014), aunque nose ha demostrado qué moléculas son las implicadas en talesprocesos.
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6.-DESARROLLO DE VACUNAS CONTRA F. hepatica
6.1.- Control actual de la enfermedad
El control actual de la fasciolosis en rumiantes está basadoen el uso de profiláctico y terapéutico de fármacos antihelmínticos(Halferty y cols., 2009). Uno de los antiparasitarios más eficacesfrente a la fasciolosis es el triclabendazol (TCBZ) y así losdemuestran varios estudios realizados en ganado ovino (Maes ycols., 1990; Taylor y cols., 1994; Ramisz y cols., 1997), caprino(Kinabo y Bogan, 1988; Martínez-Moreno y cols., 1997), vacuno(Ibarra y cols., 2002) e incluso en la especie humana (Laird y Boray,1992; Luz y cols., 1999). En aquellas zonas endémicas eltratamiento ha de administrarse de forma ininterrumpida duranteel periodo más propicio para la infección de los animales en pasto,debido a que la mayoría de los principios activos usados comoantiparasitarios presentan una corta vida media, de sólo variosdías, tras los cuales los animales pueden volver a infectarse alpastar. Sin embargo, en 1995, Overend y Bowen describieron faltade eficacia del tratamiento con triclabendazol en ovejas infectadascon F. hepatica sugiriendo que el fenómeno podría deberse a lapresencia de parásitos resistentes al fármaco. Durante las últimasdos décadas la resistencia al TCBZ y a otros antihelmínticos comoel albendazol se ha extendido a numerosos países (Beesley y cols.,2017). Todo lo anterior, añadido además a la presencia de residuosen productos de origen animal, hace que actualmente se estánrealizando numerosos estudios con el objetivo de desarrollar yestablecer un control basado en inmunoprofilaxis. El desarrollo de
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una vacuna eficaz frente a la fasciolosis podría presentarse comouna alternativa que proporcionase una protección duradera,barata, respetuosa con el medio ambiente y efectiva para el controlde esta enfermedad (McManus y Dalton, 2006; Molina-Hernándezy cols., 2015; Toet y cols., 2014; Yap y Smooker, 2016).
6.2.- Aspectos generales en inmunoprofilaxis contra la
fasciolosis
Se ha demostrado que F. hepatica puede inducir unarespuesta inmunitaria protectora en el hospedador provocando lamuerte del parásito y confiriendo protección contra la fasciolosis(Rickard y Howell, 1982; Haroun e Hillyer, 1986; Hughes, 1985). Lavacunación con antígenos definidos de F. hepatica puede produciruna respuesta inmunitaria en vacas y es teóricamente, un puntoalcanzable. Sin embargo, estudios llevados a cabo en ovinosdemostraron que estos no desarrollan resistencia ante una segundainfección por F. hepatica después de una exposición primaria(Boray, 1969; Boyce y cols., 1987; Chauvin y cols., 1995). Asímismo, en cabras infectadas secundariamente no sólo no seprodujo una respuesta protectora, sino las lesiones hepáticasfueron más severas que en la infección primaria (Pérez y cols.,1999; Martínez Moreno y cols., 1999), sugiriendo que la respuestainmune en vacas es diferente cuantitativa y cualitativamente queen ovejas y cabras.El objetivo de una inmunización con este tipo de antígenossería promover una respuesta inmunitaria de efectiva queinvolucre células cebadas, eosinófilos y producción de IgE
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(Bossaert y cols., 2000a; Bossaert y cols., 2000b; Mulcahy y cols.,1999). De forma general, los factores que pueden interferir en lainmunidad vacunal según Dalton y Mulcahy (2001) son: la dosis yel adyuvante en el que se vehicula el antígeno así como la vía deadministración. Existen algunas referencias de vacunación conalgún éxito contra F. hepatica en terneros usando antígenos crudos(Haroun y cols., 1986). Oldham y Huges, en 1982 consiguierondisminuir la carga parasitaria al inmunizar ratas intra-peritonealmente con antígenos emulsionados de F. hepatica adultasen adyuvante incompleto de Freund (FAI).Para identificar moléculas candidatas para vacunas frente alparásito existen 3 estrategias básicas (Dalton y cols., 2003b):
 Antígenos con protección cruzada: son aquellos quepresentan reacción cruzada con otros trematodos Schistosoma
mansoni (Spithill y cols., 1997), dando protección cruzada frente aambos parásitos. Un ejemplo son las proteínas transportadoras deácidos grasos ó FABPs (Fatty Acid Binding Proteins).
 Antígenos homólogos: Son moléculas del parásitohomólogas a antígenos que se han visto previamente protegerfrente a otros trematodos como Schistosoma mansoni o Schistosoma
japonicum. Un ejemplo es la enzima Glutatión-S-transferasa ó GST(Morrison y cols., 1996; Sexton y cols., 1994).
 Antígenos esenciales: Son moléculas de F. hepaticaque desarrollan una función esencial en la infección osupervivencia del parásito considerándose posibles candidatosvacunales idóneos. Un ejemplo es Catepsina L (Dalton y cols.,1996).
Revisión bibliográfica                                                                         Isabel Lourdes Pacheco Luque
65
6.3.- Formulación de vacunas
Una buena formulación de vacuna para conseguir efectoprotector no solo depende del antígeno usado, sino también deladyuvante, la vía de administración y la dosis. Las proteínaspurificadas y péptidos investigados actualmente como candidatosvacunales son pobres inmunógenos por si solos, necesitando servehiculados conjuntamente en forma de cóckteles vacunales y enadyuvantes que ayuden a potenciar la respuesta inmune específicafrente a los antígenos vacunales. Más importante aún en el caso delas vacunas contra parásitos, polarizar selectivamente losdiferentes componentes de la respuesta inmunitaria hacia laproducción de determinados isotipos de anticuerpos o hacia unarespuesta mediada por células (Bomford y cols., 1989). Losadyuvantes podrían mejorar la respuesta inmune al antígenomediante los siguientes efectos (Freund y cols., 1956; Allison ycols., 1986):
 Actuando como depósito de antígeno, liberándololentamente y permitiendo un estímulo de la respuesta inmune máspersistente y eficaz.
 Interactuar directamente con los macrófagos ylinfocitos T ó B.
 Activar el complemento contribuyendo a la atracciónhacia el foco de los monocitos y su posterior activación, facilitandoel depósito de antígenos a nivel de las células dendríticasfoliculares de los nódulos linfáticos regionales, las cuales presentanreceptores para factores del sistema del complemento (Rimaniol ycols., 2007).
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 Ejercer efectos en la migración celular, atrayendo acélulas mononucleares al punto de inoculación y dando lugar a laformación de un granuloma, provocando igualmente unaproliferación linfoide en los nódulos linfáticos que drenan la zona.Estas dos acciones podrían favorecer la interacción entre elantígeno y las células presentadoras de antígenos (Warren y cols.,1986).Los adyuvantes más comúnmente usados son:- Adyuvante completo de Freund ó FCA.- Adyuvante incompleto de Freund ó FIA.- Al (OH)3 o hidróxido de aluminio (Bomford y cols., 1989).- Adyuvante RIBI.- Adyuvantes del tipo de saponinas (Quil A).- Montanide ISA 70 (Golden y cols., 2010).- Montanide ISA 206 (Golden y cols. 2010).- Adyuvac (Maglioli y cols., 2011)Independientemente del producto usado, se ha demostrado enocasiones un significativo “efecto adyuvante”, lo que significa quese obtiene una cierta protección frente a F. hepatica en grupos a losque únicamente se les había administrado el adyuvante sinantígeno específico.Actualmente algunos investigadores han optado por usar enensayos vacunales el denominado sistema ADAD, el cual secompone de una saponina (QuilA), un inmunomodulador(usualmente un extracto del helecho Polypodium leucotomos) y
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como excipiente un aceite no mineral (Montanide) que permite unaliberación lenta del antígeno (Martínez-Fernández y cols., 2004).
6.4.- Estrategias vacunales y antígenos candidatos
El objetivo del siguiente apartado es presentar una revisiónde los datos más recientes acerca del desarrollo de vacunas frente afasciolosis desde los primeros inicios usando vacunas irradiadasatenuadas hasta las nuevas estrategias que se están testandorecientemente para el desarrollo de vacunas recombinantes y deDNA.
6.4.1.-Vacunas de ácidos nucleicosSe trata del desarrollo de vacunas que utilizan DNAcodificantes (DNAc) de antígenos protectores. En este tipo devacunas se usan plásmidos que contienen un inserto, donde secodifica el antígeno deseado, y que se inoculan mediante inyecciónintradérmica o intramuscular. El plásmido construido contiene unpromotor (RNA) similar al promotor que utiliza un citomegalovirusque dirige la expresión del antígeno deseado en las células de losmamíferos. Dada la elevada eficacia obtenida al usar las catepsinascomo inmunógenos, este antígeno ha sido uno de los más usados enlas nuevas vacunas basadas en DNA. Así, por ejemplo, se hanrealizado experiencias con DNAc de cisteína-proteasas de F.
hepatica en ratas (Kofta y cols, 2000; Wedrychowicz y cols., 2003),obteniéndose importantes reducciones de carga parasitaria (entreel 74-100%). Sin embargo, se ha de tener en cuenta que el animalusado en dicho experimento fue la rata, la cual ya muestra de formanatural cierta resistencia (Kofta y cols., 2000). Usando una
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modificación de la técnica anterior en la cual el antígeno se formulóen cuerpos de inclusión y la vacuna se inoculó intranasalmente seobtuvieron reducciones de carga parasitaria de hasta un 54% envacuno y 56% en ovino (Wedrychowicz y cols., 2007). Estosresultados sugieren por lo tanto, que este tipo de vacunas puedenser una alternativa viable frente a las vacunas convencionales derumiantes con antígenos proteicos, sin embargo, tras estosresultados prometedores no se ha obtenido protección consistenteen otros ensayos posteriores realizados en ovinos.
6.4.2.-Vacunas irradiadas atenuadasSon vacunas a partir de parásitos vivos atenuados medianteradiaciones. Este tipo de vacunación ha tenido éxito en bovinos,obteniéndose niveles de protección que oscilaron entre el 30 y el85’5% de reducción en la carga parasitaria (Dargie y cols., 1974;Nansen, 1975; Acosta y cols., 1989). Sin embargo, en ratas, ratones,conejos y ovinos generalmente no han funcionado (Dawes yHughes, 1964; Boray, 1967; Dargie y cols., 1974; Harness y cols.,1976; Harness y cols., 1977; Campbell y cols., 1978; Hughes y cols.,1981). A pesar de que las ovejas han sido vacunadas con éxitocontra F. gigantica y Schistosoma mattheei usando metacercariasirradiadas, con un 80% y 56-78%, respectivamente de reducciónen la carga parasitaria (A’Gadir y cols., 1987;Taylor, 1987) parecepoco probable que éstas desarrollen protección eficaz frente a F.
hepatica usando este tipo de vacuna, ya que varios estudiosparecen sugerir que la supervivencia de F. hepatica en ovejas es lasuma de dos variables: por un lado la variación en la falta de
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respuesta del hospedador, y, por otro lado la resistencia delparásito a ser destruido por el sistema inmune (Spithill y cols.,1997).
6.4.3.- Antígenos definidosUno de los requisitos que deben cumplir las vacunas frente a
F. hepatica es su reducido coste para que pueda generalizarse suuso en rumiantes. Por este motivo durante los últimos años se hatrabajado con varios antígenos definidos que permiten suproducción recombinante a gran escala (Dalton y cols., 2003b).
 “Proteínas Transportadoras de ácidos grasos” (FABP)Bajo este nombre se engloba una familia de proteínasencargadas de unirse y transportar una gran variedad de ligandoshidrofóbicos como pueden ser el oleato, palmitato y gran variedadde ácidos biliares. Existen una gran variedad de FABPs descritastanto en vertebrados como en invertebrados y cuya característicamás significativa es la conservación de su tamaño, que oscila entre14 y 16 kDa de masa y entre 127 y 133 aminoácidos de longitud(Veerkamp y cols., 1991). De toda esta familia de proteínas la mejorcaracterizada es la familia de las FABP citoplasmáticas.El candidato más idóneo parecen ser las proteínas FABP de
Schistosoma mansoni, en concreto la proteína Sm14, comodemuestra el estudio llevado a cabo por Tendler y cols., en 1996,donde se utilizó una proteína recombinante de Sm14 en conejos yratones. Los resultados en conejos revelaron reducción de la cargaparasitaria del 89% tras infectar con 1000 cercarias de
Schistosoma. En ratones, los resultados arrojaron unos niveles de
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protección de entre el 37% al 66% frente a Schistosoma mansoni,aunque el dato más interesante fue que mostró un porcentaje deprotección del 100% frente a infección por Fasciola hepatica. Encabras inmunizadas con el antígeno Sm14 de Schistosoma mansonise produjo una reducción de la carga de un 45,9% de los gruposvacunados con respecto a los infectados no vacunados (Zafra ycols., 2008)
 Glutatión-S-transferasa (GST)Las Glutatión-S-transferasas (GSTs) comprenden a unafamilia de isoenzimas involucradas en la detoxificación de unamplio rango de sustratos químicos a través de la conjugación conel glutatión, de manera que el producto se vuelve más soluble enagua, menos tóxico y mucho más fácil de excretar.  Se trata, enmamíferos, de seis clases de enzimas diméricas (alfa, mu, pi, theta,sigma y kappa) compuestas por subunidades de entre 24 y 29 kDay que comparten un alto porcentaje de su secuencia deaminoácidos (70% aproximadamente) diferenciándose dentro delas de una misma clase en pequeñas secuencias (aproximadamenteel 30%) (Mannervik y cols., 1985; Meyer y cols., 1991; Ji y cols.,1995; Pemble y cols., 1996).  Se ha demostrado que este tipo deenzimas son muy abundantes en los helmintos (Brophy y cols.,1990; Brophy y cols., 1994), donde la GST juega un papel muyimportante en distintos aspectos de la vida del parásito comopueden ser el mantenimiento de la homeostasis, la supervivenciaante la exposición a xenobióticos (Brophy y cols., 1994), relacióncon la actividad enzimática con productos procedentes de laperoxidación lipídica (O’Leary y Tracy, 1988; Brophy y Barret,
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1990; Brophy y cols., 1990; Salvatore y cols., 1995) y un papelprotector frente a radicales libres exógenos del hospedador(Brophy y Pritchard, 1994).Diversas experiencias se han llevado a cabo, con el fin depurificar GST a partir de formas adultas de Fasciola mediantecromatografía de afinidad usando una columna de glutatión(Howell y cols., 1988; Brophy y cols., 1990; Wijffels y cols., 1992;Sexton, 1994) así como otras experiencias donde se trabajó conGST recombinantes de Fasciola, estos resultados indican que, en F.
hepatica se expresan múltiples GSTs de la clase mu y que estopermite una gran diversidad en la especificidad ante los sustratosnecesaria para poder sobrevivir en el hospedador. Estudiosllevados a cabo en ovejas vacunadas con GST nativa e infectadascon F. hepatica mostraron que la reducción de la carga parasitariarecogida de las hígados de ovejas vacunadas fue variable (6-65%)dependiendo del adyuvante usado (Sexton y cols. 1990; Sexton ycols., 1994). Otro estudio mostró una reducción variable en la cargaparasitaria (49-69%) en vacas vacunadas con GST nativa, siendo elmejor resultado obtenido con el adyuvante Quil alsqualenemontanide® (Morrison y cols., 1996). Otros estudios realizados enovejas no mostraron una reducción significante de la cargaparasitaria en el grupo vacunado con GST nativa en comparacióncon el grupo control de infección (Zafra y cols., 2010), y en otroestudio donde se vacunaron ovejas con GST recombinante de clasesigma tampoco mostró una reducción de la carga parasitaria encabras vacunadas (Zafra y cols., 2013b; Zafra y cols., 2013c).
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 Hemoglobina y ParamiosinaLos resultados más esperanzadores se consiguieron cuandose usó como vacuna una mezcla de hemoglobina y catepsina L2 yaque no sólo se consiguió una reducción en la viabilidad de loshuevos, sino también en la carga parasitaria (72’4%),convirtiéndose en un candidato idóneo para una vacuna comercialsi sus resultados fueran reproducibles. El mecanismo mediante elcual la hemoglobina de F. hepatica induce la acción del sistemainmune todavía es un misterio, aunque las propiedades relativas alalmacenamiento de oxígeno que tiene la hemoglobina pueden jugarun papel vital (Dalton y cols., 1996). En un estudio llevado a caboen ratones vacunados con el antígeno paramiosina (Sm97) de
Schistosoma mansoni e infectados con dicho parásito, se obtuvo un43% de protección en animales vacunados con antígenos solublesdel parásito libres de paramiosinay un 39% de protección enaquellos animales vacunados solo con paramiosina, sugiriendo queuna combinación de ambos podría inducir niveles de protecciónmayores (Pearce y cols., 1988)
 Catepsinas-LSon un conjunto de proteasas del tipo cisteína-proteasassecretadas por todos los parásitos helmintos, y son cruciales en lainteracción entre el parásito y su hospedador. Estas enzimasproteolíticas proceden del material excretor-secretor (FhES) delparásito. Se estima que la producción de catepsina L por parte deun adulto de F. hepatica puede llegar hasta 1 μg/h (Collins y cols.,2004). Otro dato que confirma la importancia de estas enzimas en
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el ciclo vital del parásito es que cerca del 15% de su transcriptomacodifica cisteína-proteasas (Dalton y cols., 2003b).Las catepsinas se pueden dividir en diferentes subtipos, queel parásito durante su evolución va modulando según susnecesidades.  Así, por ejemplo, durante la migración intestinal yperitoneal, en las larvas recién desenquistadas, predomina laexpresión de catepsina B (Beckam y cols., 2006) y L3, mientras queal alcanzar el hígado el parásito aumenta la producción decatepsina L1 y L2 y disminuye la de las anteriores. En los parásitosadultos es el grupo de la catepsina L el que predomina en el FhES(Smith y cols., 1993).Se ha estudiado especialmente la catepsina L ya que sepostulaba que estaba involucrada en aspectos funcionalesimportantes de la vida del parásito como pueden ser la penetraciónen el tejido (Howell, 1966; Smith y cols., 1993; McGinty y cols.,1993; Berasain y cols., 1997) adquisición de nutrientes (Halton,1967; Dalton y Heffernan, 1989; Rege y cols., 1989; Yamasaki ycols., 1992; Smith y cols., 1993; Dowd y cols., 1994) y la producciónde huevos (Wijffels y cols., 1994; Dalton y cols., 1996; Spithill yMorrison, 1997). Además, las catepsinas L están implicadas en laevasión inmune de Fasciola. De este modo se ha demostrado que lacatepsina L1 provoca la rotura de las regiones Fc de los anticuerpos(Chapman y Mitchell, 1982; Dalton y Heffernan, 1989; Smith y cols.,1993; Smith y cols., 1994), también previenen el ataque mediadopor anticuerpos procedente de las células efectoras del hospedadorante las formas juveniles (Goose, 1978; Carmona y cols., 1993;Smith y cols., 1993; Smith y cols., 1994), así como la generación de
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grumos de fibrina que podrían evitar el acceso a la superficie delparásito de las células efectoras (Dowd y cols., 1995).  El mismohecho se ha demostrado igualmente con la catepsina L2, la cualprovoca coágulos sanguíneos debido a su acción sobre elfibrinógeno, dando lugar a émbolos de fibrina que evitan el accesode las células defensivas a la superficie del trematodo (Dowd ycols., 1995; Carmona y cols., 1993; Carmona y cols., 1994).Al mismo tiempo las catepsinas L pueden modular laexpresión en superficie de CD4 por parte de los linfocitos T(Prowse y cols., 2002), lo cual conlleva que dichos linfocitos seanincapaces de proliferar.Las catepsinas L pueden intervenir igualmente en lasupresión y/o modulación de la respuesta inmunitaria tipo Th1(O’Neill y cols., 2000; Prowse y cols., 2002; Dalton y cols., 2013),induciendo una respuesta inmunitaria no protectora tipo Th2 (conproducción de IL-4, IL-5 y IL-2 y bajos niveles de IFN-γ), quefavorece la supervivencia del parásito. De hecho, se ha demostradoque las cisteína-proteasas de helmintos parásitos son capaces deprovocar la liberación de IL-4 desde células cebadas y basófilos enausencia de un estímulo por parte de la IgE (Machado y cols.,1996). Podríamos entonces concluir que las catepsinas de F.
hepatica participan de forma activa en su ciclo desde eldesenquistamiento de la metacercaria hasta la llegada del parásitoa los conductos biliares, ayudando al parásito a nutrirse, a crecer ya moverse a través del intestino y parénquima hepático. A su vez,participa  en los procesos de evasión inmune, evitando la
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producción de una respuesta inmune eficaz por parte delhospedador frente a nuevas infecciones.En caprinos y ovinos parasitados con F. hepatica losanticuerpos que se desarrollan frente al parásito sonfundamentalmente IgG1 y escasa o ninguna cantidad de IgG2,estando la respuesta altamente polarizada hacia una respuestaTh2, lo cual explicaría la alta susceptibilidad de estas especies(Mulcahy y cols., 1998; Mulcahy y cols., 1999). La respuesta deanticuerpos a vacunas basadas en la catepsina L incluye altostítulos tanto de IgG1 como IgG2 sugiriendo una respuesta de tipomixto Th1/ Th2 (Mulcahy y cols., 1998; Mulcahy y cols., 1999). Sinembargo, la inducción de esta respuesta Th1/Th2 depende deladyuvante usado en la vacuna (Adyuvante de Freund completo oincompleto). Una posible hipótesis que explicaría por qué lavacunación con catepsinas provoca una respuesta inmunitariadiferente sería que, al bloquearse las funciones de la catepsina L, seevitara la supresión de la respuesta Th1 y la inducción de unarespuesta Th2 (Mulcahy y cols., 1999).Uno de los efectos vacunales de este antígeno es el marcadodescenso en la capacidad reproductora del parásito  (50-98%), yfecundidad de los huevos de éste (Wijffels y cols., 1994; Dalton ycols., 1996; Mulcahy y cols., 1998), por lo cual parece ser que elefecto de la vacuna reside en una acción directa en los órganosreproductivos (Wijffels y cols., 1994; Dowd y cols., 1997). Estehecho, hace que dicho antígeno sea interesante para disminuir latransmisión en los pastos, disminuyendo así el número de huevos
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eliminados al medio y el número de metacercarias viables(Mulcahy y cols., 1998).Por otro lado, los efectos de la vacunación con catepsinassobre la carga parasitaria, varían según la especie de hospedador,isotipo enzimático, adyuvante vinculado y el uso de otras moléculaspara potenciar el efecto vacunal. Así, se ha observado un efectoprotector del 60% si en la formulación de la vacuna se unen ambascatepsinas L1 y L2, (Mulcahy y cols., 1999). También se observócomo la vacuna aumentó su eficacia al combinarse con FhHb(hemoglobina de F. hepatica) (Dalton y cols., 1996).  En ensayos decampo en vacuno la inmunización con FhCL1 en adyuvanteMontanide Isa 70VG indujo una reducción del 47’2% de la cargaparasitaria en el adyuvante Montanide ISA 206VG la reducción fuedel 49’2% (Golden y cols., 2010).Ensayos vacunales posteriores demostraron un aumento dela protección, así el uso de vacunas formuladas con catepsinas deformas juveniles y adultas del parásito (catepsina L5 y B) indujeronhasta el 83% de reducción en la carga parasitaria en ratas (Jayarajy cols., 2009). Igualmente, Harmsen y cols., (2004), demostraronuna reducción de hasta el 76% en la población parasitaria alvacunar ratas con catepsina L3, procedente de formas juveniles de
F. hepatica. En otros estudios llevados a cabo en cabras infectadascon F. hepatica no se encontraron ninguna diferencia significativaen las cargas parasitarias, en el contaje de huevos, ni en laslongitudes de los parásitos entre los grupos vacunados con CL1 ylos grupo infectados (Pérez-Ecija y cols., 2010; Zafra y cols., 2013a).
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7.-TÉCNICA DE qRT-PCR Y ESTUDIOS LLEVADOS A CABO
7.1. Generalidades de la técnica
Existen muchos métodos en biología molecular que midenexpresión génica. Sin embargo, la mayoría presentan más defectosque ventajas: requieren mucho tiempo de trabajo e intensivo, noson lo suficientemente sensibles, tienen bastante probabilidad deque haya contaminación cruzada (Reischl y cols., 2002). Entre ellas,La técnica de la qRT-PCR cuantitativa en tiempo real (qRT_PCR) seha convertido en una metodología de referencia para la detección ycuantificación de transcritos, ya que destaca por su extraordinariasensibilidad, emanada de la naturaleza exponencial de la PCR.La qRT_PCR en tiempo real presenta algunas limitaciones yentre ellas es la presencia de posibles inhibidores que deninterferencias a la hora de llevar a cabo la técnica (Wilson, 1997).Pero aun así, presenta otras muchas ventajas como en primer lugarla poca variabilidad que hay entre ensayos, teniendo comoconsecuencia la generación de resultados fiables y reproducibles.En segundo lugar, hay que resaltar el amplio rango dinámico (másde siete órdenes de magnitud) permitiendo así el análisis detranscritos con diferentes abundancias en sus niveles basales,pudiendo variar en varias órdenes de magnitud. Y en tercer lugar,esta técnica permite la utilización de fluorocromos permitiendo asíla monitorización de la amplificación de cada producto de PCR encada ciclo, evitando a su vez la manipulación de las muestras tras lareacción de PCR (Klein, 2002; Bustin y Mueller, 2005; Luu-The ycols., 2005).
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La combinación de la técnica de PCR con el uso de lafluorescencia permite que mediante qRT-PCR en tiempo real sepueda medir la cantidad de DNA sintetizado durante el transcursode la reacción de amplificación. La  qRT-PCR usa polimerasas deDNA termorresistentes que replican la cadena de DNA usandooligonucleótidos cortos y específicos denominados cebadores. Parapoder cuantificar transcritos, es necesario incluir un paso previo ala amplificación que convierte el RNA a DNAc mediante el uso deretrotranscriptasas. Los cebadores han de diseñarsecuidadosamente, para que generen una única secuencia deamplificación con eficiencias del 100%, por lo que es convenienteque tengan altas temperaturas de fusión. El termociclador donde selleva a cabo la técnica consta un lector de fluorescencia, el cual,permite que la fluorescencia emitida tenga un seguimiento atiempo real. Los fluorocromos a utilizar pueden ser inespecíficos osondas moleculares dependientes de la secuencia. Las sondas dehidrólisis son oligonucleótidos fluorogénicos de cadena sencilla, lascuales se unen sólo a la secuencia de DNA que se encuentra entreambos cebadores dando un producto de PCR específico (Holland ycols., 1991).  Su uso incrementa la especificidad de lacuantificación. En la realización de este trabajo se usó SYBR GreenI, un fluorocromo inespecífico que se une al DNA de doble cadena,permitiendo la cuantificación de la tasa de generación de cualquierproducto de PCR con el tiempo (Schneeberger y cols., 1995). SYBRGreen es un fluorocromo que se intercala en dobles cadenas deDNA para monitorear la amplificación del gen objetivoespecíficamente iniciado por cebadores específicos de los genesobjeto. La desventaja es que este fluorocromo es inespecífico, lo
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XCt = X0 + (1 + E)
Ct
que puede llegar a generar falsos positivos. Otros inconvenientesserían que la intensidad de la reacción se afecta por la longitud delamplicón (Schneeberger y cols., 1995) y que sólo es posiblecuantificar un transcrito en cada reacción de PCR. Pero presentaotras ventajas, ya que simplifica la técnica y abarata el coste de lamisma, evitando el diseño y síntesis de sondas específicas paracada transcrito que se desee cuantificar.El ciclo al cual la fluorescencia emitida se incrementa porencima del ruido de fondo, determinando la posición del umbral defluorescencia, es lo que determina la sensibilidad del equipo. Sellama Ct o ciclo umbral (threshold cycle) al punto de intersecciónentre la fluorescencia de la reacción y la línea correspondiente a lafluorescencia umbral. Este valor está relacionado de manerainversa con el número de moléculas iniciales mediante la ecuación:
X0 representa el número de moléculas de transcrito iniciales,XCt representa la cantidad de moléculas cuando se alcanza el valorde fluorescencia representado por el Ct (número mínimo de ciclosde PCR necesarios para detectar amplificación partiendo de unadeterminada cantidad de transcrito, que se denomina ciclo umbralo Ct) y E representa la eficiencia de amplificación de los cebadoresusados. Las curvas de amplificación de cada muestras, las cuales secorresponden con la fluorescencia emitida, se representan en elsoftware, donde cada curva de amplificación se corresponde con unvalor de Ct (Cycle threshold).
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El análisis de los datos obtenidos se puede llevar a cabo porcuantificación relativa o absoluta. Ambos usan los valores de Ctpara cuantificar la expresión génica. En la cuantificación relativa losdatos estandarizados informan sobre el número de veces que lacantidad de un transcrito aumenta o disminuye en un experimentoconcreto y con respecto a un grupo de referencia. Pero este tipo decuantificación requiere del uso de estándares que permitandetectar la variabilidad producidas por pequeños cambios en laeficiencia que puedan dar lugar a grandes diferencias en el númerofinal de copias debido a la naturaleza exponencial de esta técnica.Los estándares más empleados son genes de expresiónteóricamente constitutiva (housekeeping) cuyos transcritos debenpresentarse siempre en las mismas cantidades en todas lascondiciones experimentales valoradas (Dheda y cols., 2004). Elproblema de este tipo de cuantificación es que no se conoce lacantidad exacta de transcritos de los genes en estudio, sólo seconoce los cambios relativos entre ellos, lo que no da idea delverdadero valor biológico del cambio observado. En lacuantificación absoluta, por el contrario, se obtiene el númeroexacto de moléculas de cada transcrito en cada una de las muestrasvaloradas. Las ventajas que proporciona esta cuantificación son: (i)ofrecen una visión exacta del significado biológico de los cambiosde expresión transcripcional ya que informan sobre los nivelesbasales de cada transcrito. De esta manera la cuantificaciónabsoluta no da una idea de lo grande o pequeño que es el cambiodándole a su vez un valor biológico, ya que cambios pequeños entérminos relativos en transcritos abundantes suponen cambiosgrandes en número de moléculas que pueden tener más impacto en
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las células y ser de mucha más relevancia biológica que cambiosrelativos espectaculares en transcritos raros o infrecuentes, que setraducirían en pequeños cambios en términos absolutos (Jurado ycols. 2003, Prieto-Alamo y cols. 2003). (ii). En la cuantificaciónabsoluta no se asume que los transcritos de referencia tengan queestar siempre presentes en la misma cantidad debido a que losdatos no están estandarizados (Hamalainen y cols., 2001; Prieto-Alamo y cols., 2003; Monje-Casas y cols., 2004).La cuantificación absoluta de un transcrito por qRT-PCR entiempo real está basada en la construcción de una recta patrón orecta de calibración que relaciona la señal de fluorescenciaobtenida en la amplificación con el contenido de RNA en lamuestra. Esta recta patrón se realiza con diluciones seriadas (109hasta 102 moléculas) de RNA que se retrotranscriben y amplificanpor PCR en tiempo real. La recta patrón se obtiene a partir de larepresentación del logaritmo del número de moléculas iniciales deRNA frente al Ct correspondiente (Kuhne y cols., 2002).
7.2. Estudios actuales realizados con qRT-PCR
La técnica de qRT-PCR tiene en la actualidad numerosasaplicaciones que van desde realizar diagnósticos microbiológicoscomo para realización de investigaciones biomédicas, pudiéndoseevaluar la expresión génica para la detección de determinado tipode enfermedades o medir la carga viral o bacteriana presentes enun organismo y así poder aplicar tratamientos antibióticoseficientes (Mackay y cols., 2002; Mackay, 2004)
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En el estudio de la fasciolosis causada por F. hepatica se hanllevado a cabo diversos estudios usando la técnica de qRT-PCR conel fin de valorar a nivel de transcritos la respuesta inmune delhospedador hacia el parásito. Estos estudios se han llevado a caboen varias especies. Un estudio realizado en el ganado vacuno cuyoobjetivo fue valorar la expresión de IL-4 e IFN-γ en PBMCs y NLHen etapas tempranas a la infección tuvo como resultado unarespuesta inmune de tipo Th2 a los 10 días postinfección(Waldvogel y cols., 2004). Otro estudio cuantificó las citoquinas IL-4, IFN-γ e IL-10 en hígados de vacas en estadios crónicos de laenfermedad, en este caso también obtuvieron una polarización dela respuesta hacia una respuesta Th2 (Mendes y cols., 2013). Otroestudio llevado a cabo en ratas evaluaba las mismas citoquinas enhígado en estadios tempranos de la enfermedad obteniendo comoresultado una polarización hacia un perfil de respuesta Th2 a partirdel día 11 de infección, sugiriendo que las células en contactodirecto con el parásito podrían virar el tipo de respuesta antes queen órganos menos directos como el NLH (Tliba y cols., 2002). Enratones también se han desarrollado estudios donde valoraron laexpresión de citoquinas IL-4, IFN-γ, IL-10 y TNF-α, entre otras.Estos animales además de ser inoculados con un tipo de FABP(Fh12) de F. hepatica, se les inoculó con lipopolisacáridos (LPS) de
E. Coli. El resultado fue una supresión de todas las citoquinaspresentes en el suero sanguíneo, en comparación con los animalesque solo fueron inyectados con los LPS. Se produjo así unadisminución de las citoquinas asociadas con las respuestasinflamatorias, disminuyendo la respuesta Th1 (Martin y cols.,2015). También se ha desarrollado algún estudio en PMBCs de
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conejos vacunados con la proteína recombinante FhSAP2 paracomparar la respuesta inmune con otros grupos no vacunados. Elresultado fue un aumento de la Th1 en animales vacunados frente alos no vacunados. Al mismo tiempo se observó que el método deqRT-PCR puede ser útil para controlar los cambios de la respuestainmune en modelos de conejos infectados con F. hepatica (Espino yRivera, 2010).La mayoría de estos estudios llevados a cabo en otrasespecies diferentes a la oveja resaltan la importancia del estudio delas respuestas Th1 y Th2 en esta enfermedad, ya que es necesariauna polarización hacia el tipo Th1 para poder luchar contra laenfermedad (Mulcahy y cols., 1999). Estudios llevados a cabo enovejas sobre NLH para valorar la respuesta inmune comparándolacon animales infectados con F. hepatica y F. gigantica, handemostrado un desequilibrio hacia una respuesta de tipo Th2 en F.
hepatica (Pleasance y cols., 2011). Hacariz y cols. en 2009valoraron las citoquinas reguladoras IL-10 y TGF-β en dos gruposde ovejas clasificados en ovejas con alta carga parasitaria y ovejascon baja carga parasitaria. La conclusión de su estudio es que lasovejas con mayor carga parasitaria mostraban una menorexpresión de TGF-β, sugiriendo que la falta de expresión de dichacitoquina podría ser responsable de la falta de formación decolágeno en hígado de esos animales, lo que podría estarinduciendo una mayor severidad en las lesiones hepáticas y, porende, mayor carga parasitaria (Haçariz y cols., 2009).Cabe destacar que todos estos estudios se han basado en elefecto de la infección frente a animales no infectados o con
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1.-DISEÑO EXPERIMENTALPara llevar a cabo la experiencia 1 en fases tempranas seusaron 44 ovejas hembras de Raza Merina de 7 meses de edad. Losanimales se adquirieron al destete, procedentes de una granja librede fasciolosis y se mantuvieron estabulados en la granjaexperimental de la Universidad de Córdoba hasta que alcanzaron laedad adecuada para comenzar el experimento. Previamente a laexperiencia, a todos los animales se les realizó mensualmente tantola técnica coprológica de sedimentación, como técnica de ELISA ensuero. En todos los casos fueron negativos  tanto en la eliminaciónde huevos del parásito como en la presencia en suero de IgGespecífica de catepsina L1 de Fasciola hepatica (FhCL1). El diseño ytemporalización de la experiencia se muestran de forma resumidaen la gráfica 1. Las ovejas, se distribuyeron en dos gruposdiferentes. El grupo 1 (n=20) corresponde con animalesinmunizados por vía subcutánea con dos dosis, separadas en eltiempo, 4 semanas. La vacuna consistía en 100 µg de CL1recombinante de F. hepatica (rCL1) en 2ml de Montanide ISA 70 VG(Seppic, Puteaux, Francia). La rCL1 fue generosamente cedida porel Prof. John Dalton (Queen’s University Belfast, Belfast, ReinoUnido). El grupo 2 (n=20) se usó como controles de infección y eltercer grupo, grupo 3 (n=4), se usó como controles negativos noinfectados ni vacunados. Los grupos 1 y 2 se infectaron oralmentecon 200 metacercarias de la cepa South Gloucester de F. hepatica(Ridgeway, Gloustershire, Reino Unido) vehiculadas en cápsulas degelatina. Ambos grupos a su vez se dividieron cada uno en 4subgrupos (n=5). Estos subgrupos se correspondieron con el día
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post infección (dpi) en que fueron sacrificados. De este modo, lossubgrupos fueron los siguientes: 1 dpi, 3 dpi, 9 dpi y 18 dpi.Con el objetivo de poder estudiar la eficacia de la vacuna serealizó una experiencia 2 utilizando 34 ovejas, hembras, de razaMerina de la misma edad, que fueron divididas en 3 grupos. El
grupo 4 (n=13) estaba compuesto por animales inmunizados deigual forma que el grupo 1. El grupo 5 (n=12) correspondió aanimales inmunizados sólo con el adyuvante y finalmente el grupo
6 (n=9) que fue usado como control de infección. Estos 3 gruposfueron infectados oralmente con 150 metacercarias de la cepaSouth Gloucester de F. hepatica de igual forma que en laexperiencia anterior con la diferencia de que estos animales fueronsacrificados a las 19 semanas post infección (fases tardías) paravalorar la carga parasitaria.
Gráfica 1. Temporización de las inmunizaciones, infección ysacrificio de los grupos 1 al 6.
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En ambas experiencias cuando se recibieron lasmetacercarias, se mantuvieron en agua destilada y a 4 ºC hasta suuso. Previamente a las infecciones experimentales se realizó unestudio de viabilidad de las metacercarias que resultó ser de un95%. Todos los animales fueron eutanasiados mediante inyecciónintravenosa en la vena yugular de la solución eutanásica T-61 ®(Intervet, España). El sacrificio se llevó a cabo de manerahumanitaria y el experimento fue aprobado por el Comité debioética de la Universidad de Córdoba (No.1118) y bajo el acuerdode directivas de experimentación animal europeas (2010/63/UE) yespañolas (RD 1201/2005).
1.1 Estudio parasitológico
Para llevar a cabo el estudio parasitológico (experiencia 2)se recogieron muestras de heces de cada animal durante lassemanas post-infección (spi) 8, 10, 12, 14, 16, 19. Dicho estudio sellevó a cabo mediante la técnica coprológica de sedimentación. Elhígado se diseccionó de forma cuidadosa y la vesícula biliar,abriendo los canalículos biliares para recoger todas las fasciolas, lascuales fueron medidas y pesadas.
1.2 Estudio histopatológico
1.2.1 Estudio macroscópicoLos hígados se extrajeron haciendo previamente unaligadura proximal del colédoco al nivel de su desembocadura en elduodeno con fines estéticos en sacrificios tempranos, para las
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posteriores fotografías de los mismos y con el fin de evitar laposible salida de los parásitos por dicho conducto en sacrificiostardíos. Para llevar a cabo el estudio macroscópico se tomaronfotografías tanto de la cara diafragmática como visceral del hígadode los animales de sacrificios tempranos (grupos 1 y 2) y se realizóun contaje semiautomático de las lesiones observadas(fundamentalmente trayectos blanquecinos tortuosos y puntoshemorrágicos). La valoración se llevó a cabo mediante el softwarebiomédico Image J v.1.51 (U. S. National Institute of Health,Bethesda, Maryland, Estados Unidos) Los resultados se expresaroncomo promedio del número de lesiones ± desviación estándar.
1.2.2 Estudio microscópico
1.2.2.1 MaterialEl material usado para el procesado de las muestras ytinciones histoquímicas es el siguiente:
 Procesador automático de tejidos (CitadelTM,Shandon®).
 Consola montadora de bloques (Histocentre 2TM,Shandon®).
 Estufa a 37ºC.
 Microtomo (RM 2125RT, Leica®).
 Cubeta de baño histológico.
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 Formol tamponado 10% (Applichem, Panreac,Gatersleben, Alemania).
 Alcohol 60º,70º,80º,96º y 100º (Applichem, Panreac,Gatersleben, Alemania).
 Xilol puro (Applichem, Panreac, Gatersleben,Alemania).
 Parafina con punto de fusión a 58ºC (Applichem,Panreac, Gatersleben, Alemania).
 Teñidor automático (Tissue Tek DKS, Sakura, EstadosUnidos)
 Hematoxilina de Harris (Applichem, Panreac,Gatersleben, Alemania).
 Eosina (Applichem, Panreac, Gatersleben, Alemania).
 Tricrómico de Masson (Bio-Optica, Milán, Italia)
 Medio de montaje Eukitt® (Applichem, Panreac,Gatersleben, Alemania).
 Portaobjetos (Deltalab, Barcelona, España)
 Cubreobjetos (Deltalab, Barcelona, España)
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1.2.2.2 Procesado de muestrasDe cada animal se tomaron 6 muestras de hígado y 3 denódulo linfático hepático (NLH), las cuales se fijaron en formoltamponado al 10% (Applichem, Panreac, Gatersleben, Alemania)durante 24 horas. Después de ese tiempo, las muestras fuerontalladas y procesadas en un procesador de tejidos automático(CitadelTM, Shandon®). Durante este proceso fueron deshidratadasen gradientes crecientes de alcohol, pasaron a xilol y finalmentefueron incluidas en parafina liquida. El protocolo del procesado sedescribe a continuación:-Formol: 1 hora-Alcohol 70 °:1 hora-Alcohol 96°: 1 hora y 30 min-Alcohol 96°: 1 hora y 30 min-Alcohol 100°: 1 hora-Alcohol 100°: 1 hora y 30 min-Alcohol 100°: 2 hora-Xilol: 1 hora-Xilol: 1 hora y 30 min-Xilol: 2 horas-Parafina: 1 hora y 30 min.-Parafina 3 horasPosteriormente al procesado, se procedió a realizar losbloques de parafina con las muestras. Para ello se utilizó una
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estación de embebido en parafina (Histocentre 2TM, Shandon®)usando parafina líquida a 60°C.Sobre los bloques fijados y embebidos en parafina serealizaron cortes histológicos de 4µm de grosor en un micrótomo(RM 2125RT, Leica®). Seguidamente, dichos cortes se pasaron a unbaño histológico a 37°C para permitir su completa extensión ypoder colectarlos en un porta sin que presentaran arrugas.Finalmente las muestras se mantuvieron a 37°C durante 24 horashasta su completa adhesión al portaobjetos.La tinción rutinaria para el estudio histológico fue laHematoxilina-Eosina (Applichem, Panreac, Gatersleben, Alemania),llevada a cabo con un teñidor automático (Tissue Tek DKS, Sakura,Estados Unidos). También se llevó a cabo la tinción de Tricrómicode Masson (Bio-Optica, Milán, Italia) usando el protocolo delfabricante, para estudiar la fibrosis periportal. Para sellar lasmuestras se puso una gota de medio de montaje Eukitt®,(Applichem, Panreac, Gatersleben, Alemania) en el cubreobjetos ycuidadosamente se fue apoyando el portaobjetos sobre la gota.Finalmente se eliminaron las burbujas de aire y se dejaron secar lasmuestras durante 24 horas antes de examinarlas al microscopio.
1.3.- Estudio inmunohistoquímico
1.3.1 MaterialesLos materiales usados en la toma y procesado de muestras,realización de cortes histológicos y técnicas inmunohistoquímicas,se muestra a continuación:
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A. Toma de muestras y realización de cortes histológicosLos materiales usados en la toma de muestras son losmismos que se usaron para el estudio histopatológico, yaque las muestras se fijaron en formol tamponado 10%.Descartando los colorantes ya que las muestras no setiñeron.
B. Buffers o soluciones tampón
B.1.- Tampón fosfato salino (PBS) 0’01M, pH 7’2
 1000 ml de agua bidestilada.
 1’48 gr de fosfato sódico dibásico anhidro (Merck,Darmstadt, Alemania).
 0’43 gr de fosfato potásico monobásico anhidro(Merck, Darmstadt, Alemania)
 7’20 gr de cloruro sódico (Merck, Darmstadt,Alemania).
B.2.- Tampón fosfato salino (PBS)+Tween80 0’01M, pH 7’2
 1000 ml de agua bidestilada.
 1’48 gr de fosfato sódico dibásico anhidro (Merck,Darmstadt, Alemania).
 0’43 gr de fosfato potásico monobásico anhidro.
 7’20 gr de cloruro sódico (Merck, Darmstadt,Alemania).
 5 ml de Tween 80 (Applichem, Panreac, Gatersleben,Alemania).
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B.3.-Tampón Tris salino (TBS) pH 7’6-Solución Tris Madre pH 7’6.
 500 ml agua bidestilada.
 60’57 gr Trizma Base (Sigma Aldrich, Darmstadt,Alemania).
 Se añaden 300-400 ml de ácido clorhídrico 1N (458ml agua + 42 ml de ácido clorhídrico) hasta conseguirun pH final de 7’6.
-Solución salina fisiológica 0’85%
 1000 ml de agua bidestilada.
 8’5 gr cloruro sódico (Merck, Darmstadt, Alemania).
-Solución de trabajo
 100 ml Solución Tris Madre
 900 ml Solución salina fisiológica.
C.- Inhibición de la peroxidasa endógena y tratamiento
enzimático
-Solución inhibidora de la actividad peroxidasa endógena
 6 ml peróxido de hidrógeno (Applichem, Panreac ,Gatersleben, Alemania)
 194 ml de PBS-Tween80 (Applichem, PanreacGatersleben, Alemania)
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D.- Sueros no inmunes y reactivos específicos
 Suero normal de cabra (SNCa) al 10% (Immuno™, MPBiomedicals, Ohio, Estados Unidos).
 Bloqueante de la biotina hepática (Vector Laboratories,Burlingame, California, Estados Unidos).
 Anticuerpo primario específico: monoclonal anti-ratónFoxP3 (clone FJK-16s, rat IgG2a, eBioscience Inc. SanDiego, California, Estados Unidos) 1:100.
 Anticuerpo secundario conjugado: Anti-IgG de ratabiotinado desarrollado en cabra (Vector Laboratories,Burlingame, California, Estados Unidos) 1:100.
 Complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa (ABC) (VectorLaboratories, Burlingame, California, Estados Unidos).Diluido al 1:50 en PBS (Esta solución se prepara 30minutos antes de su uso y se mantiene a temperaturaambiente y en oscuridad).
E.- Solución de reveladoSe utilizó un kit NovaRED® (Vector Laboratories, Burlingame,California, Estados Unidos) compuesto por varios reactivos:
 Añadir 3 gotas del reactivo 1 a 5 ml. de agua destilada.
 Añadir posteriormente 2 gotas del reactivo 2 y mezclarbien.
 Añadir posteriormente 2 gotas del reactivo 3 y mezclarbien.
 Añadir posteriormente dos gotas de H2O2 y mezclar bien.
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1.3.2 Dessarrollo de la técnica inmunohistoquímicaSe llevó a cabo un estudio inmunohistoquímico para evaluarla expresión del factor de transcripción FoxP3 en hígado y en NLH.Para este propósito, se usaron muestras fijadas en formoltamponado al 10% e incluidas en parafina. El procesado fue elmismo descrito anteriormente para las muestras histopatológicas,la única diferencia a reseñar es que con el objetivo de mejorar laadherencia de las muestras al portaobjetos, éstos fueronpreviamente tratados con Vectabond® (Vector Laboratories,Burlingame, California, Estados Unidos). La técnicainmunohistoquímica fue desarrollada con el método del complejode Avidina-Biotina-Peroxidasa (ABC), descrita por Escamilla y cols.(2016):
1. Desparafinado: 3 baños en xilol durante 10 minutos cadauno.
2. Rehidratación: 2 baños en alcohol de 100° durante 5 minutoscada uno, luego 1 baño en alcohol de 96°,70° y un baño enagua destilada durante 5 minutos cada uno.
3. Tratamiento: Después de la hidratación, se llevó a cabo eldesenmascaramiento antigénico incubando las muestras entampón Citrato (pH 6’0) con posterior autoclavado a 121°C y 1atmósfera de presión durante 10 minutos.
4. Baños de PBS: Las muestras se sumergieron en dos bañosdistintos de tampón fostato salino (PBS) durante 5 minutoscada uno y en PBS 0’5% Tween 80 (Applichem, Panreac,Gatersleben, , Alemania) durante otros 5 minutos.
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5. Inhibición de la peroxidasa endógena: se incubaron lasmuestras en una solución de peróxido de hidrógeno al 3%(Applichem, Panreac, Gatersleben,  Alemania) en PBS-Tween80 (PBST).
6. Baños de PBST: Las muestras se sumergieron dos veces enPBST 0’5% durante 5 minutos y una vez en PBS durante 5minutos.
7. Bloqueo de reacciones no específicas: Las muestras seincubaron con suero normal de cabra al 25% y PBS-Tween 80en cámara húmeda durante una hora a temperatura ambiente.
8. Bloqueo de la biotina hepática: Primero las muestras seincubaron durante 15 minutos en Avidina y luego en Biotinadurante otros 15 minutos (Vector Laboratories, Burlingame,California, Estados Unidos).
9. Anticuerpo primario: El anticuerpo monoclonal anti-ratónFoxP3 (clone FJK-16s, rat IgG2a, eBioscience Inc. San Diego,California, Estados Unidos) se diluyó 1:100 en PBS con sueronormal de cabra al 10% y se mantuvieron las muestras con ladilución durante toda la noche.
10. Baños de PBS: Las muestras se sumergieron 2 veces en PBSdurante 5 min cada uno.
11. Anticuerpo secundario biotinado: Un suero deinmunoglobulina de cabra anti-rata (Vector Laboratories,Burlingame, California, Estados Unidos)  se aplicó durante 30minutos diluido a 1:100
12. Complejo de Avidina-Biotina-Peroxidasa (ABC): Despuésde sumergir las muestras en 3 baños diferentes de PBS
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durante 7 minutos, se les aplicó a las muestras el complejoABC (Vector Laboratories, Burlingame, California, EstadosUnidos)  diluido a 1:50 durante una hora. La solución seprepare 30 minutos antes y se mantuvo a temperaturaambiente y en oscuridad. Las muestras se incubaron enoscuridad y en cámara húmeda.
13.Baños de TBS: Las muestras se sumergieron en 3 baños detampón salino de TRIS (TBS, pH 7’2).
14.Revelado: Las muestras se incubaron con 100 μl de la mezclade los componentes del kit de NovaRED® (VectorLaboratories, Burlingame, California, Estados Unidos) durante5 min. La mezcla se preparó un tiempo antes y se mantuvo atemperatura ambiente y en oscuridad.
15.Frenado del revelado: Las muestras se sumergieron en aguadel grifo durante 10 minutos.
16.Contrateñido: Las muestras fueron ligeramente contrateñidascon hematoxilina de Mayer durante 15 segundos yposteriormente sumergidas en agua del grifo para eliminarpor complete los restos del colorante.
17. Deshidratación: para volver a deshidratar se les dio un paserápido por alcohol de  70o and 96°, dos baños de 5 minutos enalcohol de 100° y dos baños de 5 minutos en xilol.
18.Montaje: Se montaron con EUKITT® (Applichem, Panreac,Gatersleben, Alemania).
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1.4.-Estudio de PCR a tiempo real
1.4.1.-Materiales para la recogida de muestras
 Nitrógeno líquido
 Dietil pirocarbonato (DEPC) (Applichem, Panreac,Gatersleben, Alemania)
 Agua pura biomolecular (Applichem, Panreac, Gatersleben,Alemania)
 Criotubos (Simport, Quebec, Canadá)
1.4.2.-Recogida de muestrasPara realizar el estudio de PCR se recogieron muestras tantodel lóbulo hepático izquierdo como de los NLH, se lavaron en aguabiomolecular con Dietil pirocarbonato (DEPC) (Applichem,Panreac, Gatersleben, Alemania)(1 ml de DEPC en 1 litro de agua)durante 1  minuto y fueron congeladas de inmediato en nitrógenolíquido para ser almacenadas finalmente a −80°C.		Debido	a	que	la	técnica de PCR requiere varios pasos previos se ha desarrolladotodo en el apartado 5.
2. PARÁMETROS ESTUDIADOS
2.1.- Estudio morfométrico macroscópico del hígado
El estudio macroscópico del hígado consistió en contardiferentes tipos de lesiones de la superficie hepática, tales como,trayectos blanquecinos y puntos hemorrágicos utilizando Image Jv.1.51 (U. S. National Institute of Health, Bethesda, Maryland,
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Estados Unidos) Los resultados se dieron como número de lesiones± DE.
2.2.- Estudio histopatológico del hígado
Se evaluó la presencia de las siguientes estructuras en cadadpi de los estadíos tempranos:
 Trayectos parasitarios, principalmente los agudos.
 Granulomas, originados por antiguos túnelesmigratorios, rodeados por macrófagos y células gigantesmultinucleadas.
 Infiltrado de eosinófilos
 Infiltrado linfoplasmocitarioLos resultados se expresaron de la siguiente manera: -:ausencia de lesiones; +/-: lesiones discretas; +: lesionesmoderadas; ++: lesiones severas; +++: lesiones muy severas.
3. – ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICOCon el fin de contar las células positivas a FoxP3 tanto enhígado como en nódulos linfáticos hepáticos (NLH) se usaron 3muestras de hígado y 3 muestras de NLH por animal, y se tomaronde cada muestra 5 microfotografías al azar a 200 aumentos. Parahígados, las fotos se hicieron de los espacios  portas debido queeran las zonas que presentaban infiltrado inflamatoriolinfoplasmocitario. Para NLH, las fotos se hicieron de las zonasinterfoliculares debido a que la mayor parte de FoxP3 se expresaen esa área.
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El contaje de células positivas se llevó a cabo de manerasemiautomática usando Image J v.1.51 (U. S. National Institute ofHealth, Bethesda, Maryland, Estados Unidos). Previamente fuenecesario el desarrollo de macros específicas para calibrar unaadecuada intensidad de tinción, así como el tamaño celular. Losresultados se expresaron como medias ± desviación estándar.
4. – EVALUACIÓN DE LA FIBROSIS PERIPORTALLa tinción de Tricrómico de Masson se usó para valorar lafibrosis periportal en hígado. La tinción se hizo con un kitespecífico siguiendo las indicaciones del fabricante (Bio-Optica,Milán, Italia).Para valorar la fibrosis se usó el software Image J v.1.51d.(U.S. National Institute of Health, Bethesda, Maryland, EstadosUnidos). Para ello se usaron 3 muestras de hígado por animal y setomaron 5 microfotografías de forma aleatoria a 200 aumentos.Fue necesario desarrollar macros específicas para calibrar lasmedidas e intensidad de las áreas positivas (expresadas en µm2) ala tinción de Tricrómico de Masson. Los resultados se expresaroncomo medias ± desviación estándar.
5. – ESTUDIO DE PCR A TIEMPO REAL
5.1.- Materiales
A. Fungibles
 Mortero (Labbox, Barcelona, España)
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 Cucharas (Labbox, Barcelona, España)
 Pinzas (Labbox, Barcelona, España)
 Criotubos (Simport, Quebec, Canadá)
 T10 basic ULTRA-TURRAX® (IKA , Staufen, Alemania)
 Placas de PCR (BioRad, , Hércules, California, EstadosUnidos)
 Eppendorf (Axygen, Union City, Estados Unidos)
B. Alcoholes
 Alcohol 70° (Applichem, Panreac, Gatersleben,Alemania)
 Etanol absoluto EMSURE®, ACS, ISO (Merk,Darmstadt, Alemania)
 Etanol 70° EMSURE®, ACS, ISO (Merk, Darmstadt,Alemania)C. Aguas e inactivadores de RNAasas
 RNase-ExitusPlus™(Applichem, Panreac, Gatersleben,Alemania)
 DEPC (dietil pirocarbonato) (Applichem, Panreac,Gatersleben, Alemania). Se usó 1 ml de DEPC en 1litro de agua pura biomolecular.
 Agua pura biomolecular (Applichem, Panreac,Gatersleben, Alemania)
 Agua libre de nucleasas (Ambion, Life Technologies,Carlsbad, California, Estados Unidos)
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D. Tampones de lisis
 TRIzol® (Ambion, Life Technologies, Carlsbad,California, Estados Unidos)
 RLT (Qiagen, Hilden, Alemania) + Betamercaptoetanol (BME)(diluido 100x) (Applichem,Panreac, Gatersleben, Alemania)E. Kits y reactivos de extracción
 Cloroformo (Applichem, Panreac, Gatersleben,Alemania)
 Isopropanol (Applichem, Panreac, Gatersleben,Alemania)
 RNeasy ®mini kit (Qiagen, Hilden, Alemania)
 RNase-free DNase I (Qiagen, Hilden, Alemania)F. Reactivos de PCR
 iScript™ cDNA Synthesis kit (BioRad, Hércules,California, Estados Unidos)
 SsoAdvanced ™ Universal SYBR® Green Supmermix(BioRad, Hércules, California, Estados Unidos)
 Oligonucleótidos (Sigma Aldrich, San Luis, Misuri,Estados Unidos)
5.2.- Desarrollo de la técnica de qRT-PCR
5.2.1.- Extracción de RNAEl proceso de extracción de RNA se dividió en 3 pasos:
CRUSH: consistió en triturar las muestras de formaindividual usando un mortero, el cual se introdujo, junto con elresto del instrumental, en una caja de poliespán con nitrógeno
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líquido con el fin de mantenerlos en frío. Las muestras seintrodujeron en el mortero para triturarlas hasta tener consistenciaarenosa. Las muestras ya trituradas se recogieron con una cucharade laboratorio y se pusieron en nuevos criotubos que fueronpreviamente rotulados y enfriados en nitrógeno líquido para seralmacenados a −80°C.	 Entre	 una	 muestra	 y	 otra,	 el	 mortero	 y	 el	resto de instrumental se lavaron siguiendo el siguiente protocolo:primero se lavaron con agua del grifo y jabón para eliminar losrestos de la muestra anterior, después se cubrieron con alcohol de70° para eliminar la espuma restante. A continuación, sepulverizaron con RNase-ExitusPlus™ (Applichem, Panreac,Gatersleben, Alemania) durante dos minutos para eliminar lasRNAasas de superficie. Finalmente se enjuagaron con aguabiomolecular DEPC: 1ml de DEPC en 1 litro de agua.
HOMOGENIZACIÓN: el RNA se aisló a partir de 300 mg dedel tejido triturado que se mezclaron con 1,5 ml de TRIzol®(Ambion, Life Technologies, Carlsbad, California, Estados Unidos)usando un homogeneizador T10 basic ULTRA-TURRAX® (IKA,Staufen, Alemania). Previamente, el rotor del homogeinizador selimpió con peróxido de hidrógeno 10% (Applichem, Panreac,Gatersleben, Alemania) para eliminar posibles agentes anaerobios.A su vez, entre una muestra y la siguiente, el rotor se limpiósiguiendo este orden: etanol para análisis EMSURE®, ACS,ISO (Merk, Darmstadt, Alemania) al 70 º, etanol absoluto paraanálisis EMSURE®, ACS, ISO (Merk, Darmstadt, Alemania), aguacon DEPC, RNase-ExitusPlus™ (Applichem, Panreac, Gatersleben,
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Alemania), agua tratada con DEPC y finalmente se secó con unaservilleta.Después de homogeneizar, las muestras se centrifugaron a12000 rpm, 4 ºC durante 10 minutos para desechar el pellet sucioformado tras la centrifugación. Finalmente las muestras diluidas enTrizol® se mantuvieron en hielo picado hasta seguir con elsiguiente paso.
EXTRACCIÓN: a cada muestra se añadió 150 µl de cloroformo(Applichem, Panreac, Gatersleben, Alemania) y se centrifugaron a10000 rpm, 4 ºC durante 10 minutos. La centrifugación generó 3fases diferentes: en profundidad se encontraba la fase orgánica,compuesta por el Trizol® y las proteínas; la capa intermediacontenía el DNA genómico y en la capa más superficial seencontraba la fase acuosa con el RNA.Después de pipetear la fase acuosa, se le añadió a la mismaisopropanol (Applichem, Panreac, Gatersleben, Alemania) y secentrifugó a 10000 rpm, 4 ºC durante 25 minutos para hacerprecipitar el material genético. Una vez precipitado el pellet se lavódos veces con etanol para análisis 70º EMSURE®, ACS, ISO (Merk,Darmstadt, Alemania) y se disolvió en 100 µl de agua libre denucleasas (no tratada con DEPC) (Ambion, Thermo FisherScientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos), para luegoañadirle 250 µl de etanol absoluto para análisis EMSURE®, ACS,ISO y 350 µl de tampón RLT diluido 100X en Beta mercaptoetanol(BME) (Applichem, Panreac, Gatersleben, Alemania). Desde aquí seusó RNeasy ®mini kit (Qiagen, Hilden, Alemania) de acuerdo a lascondiciones del fabricante. Una incubación de 15 minutos con
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RNase-free DNase I (Qiagen, Hilden, Alemania) se incluyó en elprotocolo para eliminar DNA genómico residual. Finalmente, elRNA aislado se incubó a 65 °C durante 10 min en un termobloque yse almacenó a −80°C	hasta	su	uso.
5.2.2.- Cuantificación y medición de calidad del RNA y síntesis
de cDNAPara cuantificar y medir la calidad el RNA se usóNANODROP TM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,Estados Unidos). La concentración de RNA total se determinómidiendo la absorbancia a 260 nm (A260). Una unidad deabsorbancia a 260 nm equivale a 40 μg/ml de RNA total (Sambrook& Russell, 2001). Las muestras obtenidas tuvieron unacuantificación por encima de los 1000ng/µl Para determinar lacalidad se tuvieron en cuenta el valor dedos ratios de absorbanciadiferentes: la ratio 260/230 indica la presencia/ausencia decontaminantes como fenoles o carbohidratos y la ratio 260/280indica si hay contaminación por proteínas. La ausencia decontaminación con DNA genómico se comprobó amplificando porPCR las muestras de RNA sin retro-transcribir, con cebadoresespecíficos diseñados sobre el mismo exón de un gen.El Bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies,Santa Clara, CA, Estados Unidos) que se encontraba en el ServicioCentral de Ayuda a la Investigación (SCAI) de la Universidad deCórdoba, se usó para determinar la integridad del RNA (Fleige yPfaffl 2006). Este instrumento utiliza tecnología microfluídica quepermite la separación electroforética microcapilar de las moléculasde RNA de una forma automatizada y reproducible (Mueller,
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Hahnenberger y cols. 2000). El resultado se visualiza como unelectroferograma utilizado para extraer un algoritmo que permiteel cálculo de un número de integridad de RNA (RIN). Este RIN davalores en el rango de 0 (RNA degradados) a 10 (RNA íntegros)(Schroeder y cols., 2006) y permite estimar con una mayorfiabilidad la integridad del RNA que el patrón de bandas de RNAribosómico 28S:18S obtenido usando electroforesis en un gel deagarosa. Una vez valorada la calidad del material genético, lasmuestras de RNA se diluyeron a 1000 ng/µl para usar 1 μg de RNAtotal de cada animal para la síntesis de DNAc. Para ello se usó el kitiScript™ DNAc Synthesis kit (BioRad, Hércules, California, EstadosUnidos) y se llevó a cabo en un termociclador MJ Mini™ PersonalThermal Cycler (BioRad, Hércules, California, Estados Unidos) Elprotocolo de retrotranscripción constaba de un paso de incubaciónde las reacciones a 25 ºC durante 10 min (priming o cebado),seguido de un paso a 46ºC durante 20 min (retrotranscripción)  yun paso final a 95ºC durante 1 minuto para inactivar la retro-transcriptasa. Las muestras se diluyeron con agua de gradobiomolecular hasta una concentración de trabajo de 25 ng/µL y semantuvieron a -20 ºC hasta su uso.
5.2.3.-Diseño de cebadoresLas parejas de cebadores de los genes a estudiar: IL4, IFNγ,FoxP3, IL10, TGFβ, TNFα and IL1β en hígado y NLH y los genesconstitutivos usados para la normalización: PGK1, B2M, RPLP0,G6PD, SDHA, ACTB, HSP90AA1, GYPC, GUSB, TUBB (Tabla 1) sediseñaron sobre secuencias específicas obtenidas de la base de
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datos GenBank, con el programa Oligo 7 Primer Analysis Software(Molecular Biology Insights, Inc., http://www.oligo.net) como sedescribió previamente por (Prieto-Alamo, y cols.,  2003, Pacheco,Abril y cols., 2017).El tamaño de los cebadores fue entre 25 y 30 pares de basesy se diseñaron para generar fragmentos de amplificación(amplicones) de  longitud comprendida entre 100 y 200 pares debases. Los dos cebadores de cada pareja se localizaron endiferentes exones cercanos para asegurar la no amplificación deposibles restos de DNA genómico. Para obtener alta especificidad ymejor rendimiento, se requirió que los cebadores no formaranestructuras ahorquilladas ni duplex de cebadores y tuvieran valoreselevados de Tm (≥68°C) y valores óptimos 3'-∆G (≤ -6 kcal/mol).Como se indica en la Tabla 1 (cebadores), las temperaturas defusión (Tm) de los cebadores fueron considerablemente inferioresa las Tm de los amplicones, que estaban entre 81’6◦C y los 91’8 ºC(Figuras 8 y 9 de resultados y discusión, de las curvas deamplificación). Los altos valores de Tm de los cebadorespermitieron llevar a cabo la reacción de PCR en dos pasos:desnaturalización de DNA bicatenario a 94ºC e hibridación delcebador y extensión a 68ºC, asegurando la especificidad de lareacción de amplificación.
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Tabla 1. a Símbolos de los genes utilizados en este trabajo y números de acceso segúnla base de datos de NCBI. b Secuencias de los cebadores forward (F) y reverse (R) . cTemperatura de fusión (Tm en °C) calculada por el software Oligo 7. d Tamaño delproducto de PCR en pares de bases (pb) e Eficiencias de amplificación de la PCR atiempo real (E) para cada pareja de oligos, calculadas a partir de la pendiente de lasrespectivas curvas, según la ecuación E = 10(-1/slope)-1.  Los valores de E están entre losrangos de 0 valor mínimo) a 1 (100% de eficiencia, valor máximo y óptimo).
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5.2.4.- SecuenciaciónComo se indicó en el apartado anterior, durante el procesode validación de los cebadores, todos los productos de PCR sesecuenciaron utilizando un secuenciador ABI PRISM™ 3130XL(Applied Biosystems, California, Estados Unidos) que se encontrabaen el Servicio Central de Ayuda a la Investigación (SCAI) de laUniversidad de Córdoba.Las secuencias obtenidas se editaron eliminando loscebadores de PCR, adaptadores (1 y 2R) y ambigüedadesterminales usando el programa EditSeq del paquete informático
DNASTAR Lasergene v6 (https://www.dnastar.com/t-dnastar-lasergene.aspx). Para su identificación, las secuencias depuradas secompararon con las presentes en las bases de datos, utilizando elalgoritmo tblastx del servidor BLAST del NCBI (National Center for
Biotechnology Information,http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) con un valor límitede E< 2e-04. E es una medida relativa de la fiabilidad de lahomología entre las secuencias comparadas, siendo mayor laprobabilidad de homología entre la secuencia problema y la de labase de datos cuanto menor sea su valor. En todos los casos, lassecuencias obtenidas mostraron una identidad del 100% con lassecuencias de fragmentos en las que se basó el diseño del cebador(datos no mostrados)
5.2.5.- Cálculo de la eficienciaLa eficiencia de una reacción de PCR indica el porcentaje demoléculas de DNA sustrato que se duplican tras cada ciclo dereacción. Una eficiencia de amplificación del 100% indica que cada
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molécula de sustrato ha generado 2 copias tras cada ciclo. Esimprescindible controlar este parámetro dado que numerososfactores (presencia de inhibidores en la muestra, mal diseño decebadores o de las condiciones de reacción, etc.) pueden afectarla,introduciendo graves errores en la cuantificación.  Para comprobarla eficiencia de amplificación de los cebadores, se hicierondiluciones seriadas (20 a 2×105 pg/reacción) de DNAc generado apartir  de un pool de RNA hecho a partir de la mezcla de cantidadesiguales de RNA de cada uno de los animales y tejidos. Las muestrasse amplificaron por cuadruplicado mediante qRT-PCR. Las rectasde eficiencias se construyeron  representando el logaritmo de lacantidad de RNA inicial (en pg) respecto al valor de Ct. La rectaresultante debía ser linear (r ≥ 0,99) en al menos 5 órdenes demagnitud. Cada eficiencia (E) fue calculada la partir de la pendientede la recta según la ecuación:E = 10(-1/pendiente)-1.
La Grafica 2 muestra como ejemplo la curva de eficienciadel gen IL-1β, a partir de la cual se dedujo que la eficiencia deamplificación fue 1.001. En la Tabla 1 se muestra que todos loscebadores amplificaron sus respectivas dianas con una eficienciaóptima (100%) y alta linealidad (r >0.99).
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5.2.6.- Cuantificación de transcritos mediante qRT-PCRSe usó la mezcla comercial SsoAdvanced ™ Universal SYBR®Green Supmermix (BioRad, Hércules, California, Estados Unidos)que utiliza el fluoróforo  SYBR® Green, cuya fluorescencia semanifiesta únicamente en caso de unión a DNA de doble cadena,para seguir la generación de productos de amplificación. Se utilizóel sistema MyiQ™2 Two Color Real-Time PCR Detection System(BioRad, Hércules, California, Estados Unidos) para el seguimientode las reacciones de amplificación en tiempo real. Cadacuantificación se realizó por triplicado, utilizando en cada reacción50 ng de DNAc de cada una de las muetras y 0’3 µM de cada uno delos dos cebadores de cada pareja (Sigma Aldrich, San Luis, Misuri,Estados Unidos), en un volumen final de reacción de 20 µL. Elprotocolo de ciclado que se usó tenía un primer paso de 2 min a95°C para la activación de la Taq polimerasa, seguido de 40 ciclosde dos pasos: un primer paso (15 s, 95°C) para la desnaturalización
Grafica 2 Representación de la recta de eficiencia del gen IL-1β, elcual tuvo una eficiencia de amplificación de 1.001.
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de la cadena y un segundo paso (30 s, 68°C) para elanillamiento/extensión del cebador. La fluorescencia se midió alfinal del paso de hibridación/extensión para monitorizar elprogreso de la reacción. Después de los 40 ciclos, se realizó unacurva de fusión, como se indicó anteriormente, incrementando latemperatura desde 60‒95°C a una velocidad de 0’5ºC/S, paraverificar la especificidad de los amplicones (la amplificación noespecífica genera productos de PCR que se disocian a temperaturasinferiores o superiores a las el producto deseado). Las reaccionesde réplicas de PCR generaron unos resultados altamentereproducibles con SEM <10% de la media (<1% datos de ciclo deumbral).El análisis de datos de realizó con el programa iQ5™OpticalSystem Software (BioRad, Hércules, California, Estados Unidos)seleccionando el modo “background subtracted”. La corrección de lalínea base se realizó  mediante el cálculo automático del softwarede la máquina manteniendo los parámetros por defecto. En cadaexperimento se introdujo como calibrador inter-placa una muestracomercial de RNA de distintos órganos de ratón (Mouse UniversalReference Total RNA, Clontech™) en la que se cuantificó de maneramuy precisa la cantidad de transcrito del gen A170; esta muestrapermitió garantizar la calidad de la retro-transcripción ydeterminar la posición de la línea umbral, , eliminando la variaciónentre placas. El valor de Ct obtenido al cuantificar el gen A170 en elRNA de referencia se fijó en 17’55 ± 0’22. Establecida la líneaumbral (cantidad de fluorescencia que se debe alcanzar en cadauno de los pocillos), el programa iQ5™ proporcionó el valor de Ct
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XCt = X0 + (1 + E)Ct
(ciclo umbral, “threshold cycle”) para cada reacción, el cual sedefine como el número del ciclo al cual se consigue que la cantidadde productos de PCR generados en ese pocillo tenga unafluorescencia suficiente para alcanzar el valor umbral defluorescencia previamente fijado. A partir del valor de Ct, se puedeestablecer la ratio entre el número final XCt y el inicial X0 de copiasde la secuencia diana mediante la ecuación:
En esta ecuación X0 representa el número de moléculas detranscrito iniciales y E la eficiencia de amplificación. Tomandologaritmos en ambos términos, se tiene que:log XCt=log X0+Ct log (1+E)A partir de aquí, y despejando, se llega a la ecuación quedescribe la recta representada en la Gráfica 2:Ct= log XCt/log (1+E) – 1/log (1+E) log X0Cuya pendiente de la recta es:a=-1/log (1+E)a partir de la ecuación anterior puede calcularse la eficiencia de laamplificación: E= 10-1/a -1
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5.2.7 Cuantificación relativa de transcritos en qRT-PCRLos datos obtenidos con la qRT-PCR en tiempo real puedenser relativos o absolutos. Los datos relativos son datosestandarizados que informan del número de veces que la cantidadde un transcrito aumenta o disminuye en una situaciónexperimental concreta en relación a una situación de referencia.  Lavariabilidad que generan los cambios de eficiencia se puedecontrolar mediante el uso de un estándar que permita detectar lavariabilidad de los diferentes pasos experimentales. Los estándaresmás empleados suelen ser genes de expresión supuestamenteconstitutiva (housekeeping) cuyos transcritos deben estarpresentes y en las mismas cantidades, siempre, o al menos en lascondiciones experimentales objeto de análisis. La inmensa mayoríade los estudios de expresión génica cuantifican los transcritos deforma relativa ya que la estandarización incrementa larepetitividad y fiabilidad de las medidas.
5.2.8.- Análisis de expresión de estabilidad de posibles genes de
referencia para ser usados en cuantificación relativaSe eligieron diez posibles genes de referencia para su uso ennuestros estudios, basándonos en la literatura al respecto (Tabla
1). La estabilidad de cada uno de los posibles genes de referenciase evaluó mediante los algoritmos GeNorm (Vandesompele, y cols.,2002), NormFinder (Andersen, y cols 2004), BestKeeper (Pfaffl, ycols.,. 2004), y el método comparativo ΔCt (Silver, y cols., 2006),integrado en el programa on-line RefFinder (Xie, y cols., 2012).GeNorm trabaja con los datos exportados a una hoja de cálculoExcel para calcular el valor de M, parámetro que mide la estabilidad
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de expresión de los genes de referencia en estudio. Un valor de Mbajo indica mayor estabilidad de expresión, mientras que valoresde M más altos indican menor estabilidad de expresión. Valores deM menores a 1’5 se consideran indicadores de una buenaestabilidad de expresión. GeNorm también se usó para determinarel número óptimo de genes de referencia para la normalización através del análisis de la pairwise variation (Vn/Vn+1). Cuando conun par Vn/Vn+1 se obtienen valores menores a 0’15, el número degenes de referencia con que hay que trabajar es N. NormFinderclasifica el conjunto de genes candidatos de acuerdo con suestabilidad  de expresión. El algoritmo se basa en un modelomatemático de expresión génica y utiliza una estadística sólidapara estimar no solo la variación de la expresión general de losgenes de referencia candidatos sino también la variación entresubgrupos. Los valores de Ct usados en GeNorm fuero tambiénutilizados como datos de entrada para NormFinder calculando laexpresión de estabilidad y clasificando los genes de referenciacandidatos según las variaciones intragrupales e intergrupales..BestKeeper selecciona los genes en función de sus valores de DE .El método ΔCt compara la expresión relativa de pares de genesdentro de cada muestra. Sobre esta base, la estabilidad de los genesestudiados se ordena de acuerdo con la repetitividad de laexpresión del gen en las distintas muestras. RefFinder es unaherramienta on-line que integra los datos generados por estoscuatro algoritmos de forma individual y genera una clasificacióngeneral integradora de la estabilidad genética.
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5.2.9. Normalización de los niveles de expresión y determinación
del número de veces de cambio de los genes de interésPara medir con precisión los niveles de expresión, lanormalización se llevó a cabo considerando los tres genes dereferencia más estables en nuestras condiciones experimentales:HSP90AA1, GYPC y PGK1. En primer lugar, se calculó el factor denormalización de los tres genes de referencia. Los valores de Ct setransforman en cantidades (número de veces de cambio, 2-ΔCt)respecto al valor de Ct más bajo de cada gen, obteniéndose un valorde normalización mediante el cálculo de la media geométrica de losvalores obtenidos. Se transformaron los valores de Ct en cantidadesprocediendo de igual modo y normalizaron dividiendo por elcorrespondiente factor de normalización. Los valores de cadagrupo experimental se refirieron a los obtenidos para el controlnegativo. Ejemplo representado en la Figura 5.
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5.2.10.- Cuantificación absoluta de transcritos en qRT-PCRLa cuantificación absoluta transforma los valores de Ct ennúmeros exactos de moléculas de cada transcrito en cada muestra,por lo que informa  sobre los niveles basales de cada transcritoestudiado. Esto permite obtener una visión exacta del significadobiológico de los cambios de expresión transcripcional, ya quecambios pequeños en términos relativos en transcritos abundantessuponen cambios grandes en número de moléculas que puedentener más impacto en las células y ser de mucha más relevanciabiológica que cambios relativos espectaculares en transcritos raroso infrecuentes, que se traducirían en pequeños cambios entérminos absolutos (Jurado y cols., 2003; Prieto-Alamo y cols.,2003). Otra ventaja de la cuantificación absoluta es que los datos
Figura 5. Se indica mediante un ejemplo el modo de calcular elnúmero de veces de cambio en la expresión del gen de interés, unavez normalizado por los genes de referencia.
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no están estandarizados y por tanto no se asume que lostranscritos de referencia tengan que estar siempre presentes en lamisma cantidad, lo que dista mucho de ser cierto en numerosascondiciones experimentales.La conversión de valores de Ct en número absoluto detranscritos está basada en la relación de la señal de fluorescenciaobtenida en la amplificación con el contenido de RNA en lamuestra, empleando una recta de calibrado o recta patrón. Estarecta patrón (Gráfica 3) se construyó a partir de dilucionesseriadas, desde 109 hasta 102 moléculas, de un RNA estándartranscrito a partir de un fragmento de DNA sintetizado in vitro(Prieto-Alamo y cols., 2003). La concentración del estándar sedeterminó midiendo la densidad óptica a 260 nm y convirtiendo laabsorbancia en número de moléculas de acuerdo con su pesomolecular. Las moléculas de RNA se retrotranscribieron yamplificaron por PCR en tiempo real. La recta patrón se obtuvo apartir de la representación del logaritmo del número de moléculasiniciales de RNA frente al número mínimo de ciclos de PCRnecesarios para detectar amplificación partiendo de esa cantidadde transcritos (Ct). La recta patrón resultante, y = 3.321x + 39.942
(Gráfica 3) fue lineal en 7 órdenes de magnitud y a partir de lapendiente se calculó que la amplificación del estándar se produjocon una eficiencia del 99,8%. El número de transcritos de losdiferentes genes problemas se calculó extrapolando sus valores deCt sobre la recta de calibración.
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6. – ANÁLISIS ESTADÍSTICOEn los estudios de PCR la comparación de los datosobtenidos con el control se llevó a cabo mediante un test deDunnet, utilizando el programa estadístico InStat v. 3.05 deGraphPad. Se realizaron los test de normalidad de Kolmogorov andSmirnov y de Bartlett respectivamente. En los casos en los que lasmuestras superaron estos test de normalidad se utilizó un testBonferroni de comparaciones múltiples para comparar dostratamientos entre sí. Cuando las muestras no superaron los test denormalidad se utilizó el test no paramétrico Kruskal-Wallis.En el estudio inmunohistoquímico así como en el estudiomorfométrico microscópico para evaluar las lesioneshistopatológicas y la fribrosis se utilizó el programa estadísticoGraphpad Prism v.7 (Graphpad Software Inc., San Diego, California,Estados Unidos). Para comprobar si las distribuciones de los datoseran o no paramétricas se realizaron las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk. Cuando se superaron dichas pruebas se
Gráfica 3. Curva estándar para calcular el número de copias por pgde RNA total de cada RNAm.
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1.- SELECCIÓN DE GENES DE REFERENCIA PARA
NORMALIZACIÓN DE ESTUDIOS DE EXPRESIÓN DE qRT-PCR.
1.1.- Extracción de ARN: criterios de calidad
En las siguientes figuras (Figuras 6 y 7) se muestran losresultados correspondientes a los valores deaislamiento/purificación de ARN de los animales de la experiencia1. Sólo se consideraron valores de RIN >8,0, ratios 260/280 y260/230 por encima de 2 y aquellas muestras con ausencia de DNAgenómico.El ratio 260/280 indica si hay contaminación por proteínas,y el ratio 260/230 indica la presencia /ausencia de contaminantescomo fenoles o carbohidratos. Valores por debajo de 2 indican lapresencia de los contaminantes nombrados anteriormente paracada ratio.Como puede observarse en la figura 6, los valores de RIN enlas muestras de NLH de la experiencia 1, oscilaron en general paralos animales sacrificados a 1 dpi entre 8,4 y 9,3 siendo 8,91 el valorpromedio; para los animales sacrificados a 3 dpi estuvo entre 8,5 y9,1 con un valor promedio de 8,82; los animales sacrificados a los 9dpi mostraron un rango de valores entre 8,6 y 9,5 con un promediode 9,08; por último los animales sacrificados a los 18 dpi mostraronvalores de RIN que oscilaron entre 9,1-9,5 con un valor promediode 9,29. Así mismo, el rango en las muestras utilizadas comocontrol osciló entre 9,1 y 9,3 siendo el promedio 9,17. Estos datosdemuestran la alta calidad y pureza de las muestras de NLHutilizadas para en este estudio.
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La figura 7, muestra los valores de RIN en las muestras dehígado de la experiencia 1. Los valores obtenidos a pesar de seraltos, mostraron valores ligeramente peores que los obtenidos enNLH. Los animales sacrificados a 1 dpi entre 8 y 8,6 siendo 8,25 elvalor promedio; para los animales sacrificados a 3 dpi estuvo entre8,1 y 8,5 con un valor promedio de 8,29; los animales sacrificados alos 9 dpi mostraron un rango de valores entre 8 y 8,3 con unpromedio de 8,15; por último, los animales sacrificados a los 18 dpi
Figura 6. Imagen del gel conlas muestras de ARN y losvalores de RIN (debajo de laslíneas verdes) obtenidos enAgilent Bioanalyzer  de NLH(valores de los grupos 1 y 2 -1,3, 9 y 18 dpi- así como delgrupo 3). L= RNA Ladder.
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mostraron valores de RIN que oscilaron entre 8-8,5 con un valorpromedio de 8,29. Así mismo, el rango en las muestras utilizadascomo control osciló entre 8 y 8,5 siendo el promedio 8,22. Estosdatos demuestran también la alta calidad y pureza de las muestrasde hígado utilizadas para en este estudio.
Figura 7. Imagen del gel conlas muestras de ARN y losvalores de RIN (debajo de laslíneas verdes) obtenidos enAgilent Bioanalyzer  dehígados (valores de los grupos1 y 2 -1, 3, 9 y 18 dpi- así comodel grupo 3). L= RNA Ladder.
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1.2.- Evaluación de la especificidad de los cebadores
Se comprobó la especificidad de los cebadores medianteanálisis de los amplicones obtenidos con cada gen en los diferentestejidos empleados (hígado y nódulo linfático hepático), medianteelectroforesis en geles de agarosa de los amplicones obtenidos ysecuenciación (ver apartado 5.2.4 de material y métodos) de éstos,así como mediante la inclusión de curvas de fusión en cada carrerade  PCR. En todos los casos,  cada par de cebadores amplificó unasecuencia única del gen diana  (Figura 8 y 9), lo que demostrabaque los cebadores habían sido bien diseñados (no formabandímeros ni estructuras ahorquilladas ni hibridaban con secuenciasque no fueran la diana deseada). Los datos obtenidos en los dostejidos también indican que la maduración de los mensajeros de losgenes estudiados es idéntica en los dos tejidos estudiados, dada laidentidad de tamaño y secuencia de la banda obtenida. La inclusiónde las curvas de fusión en todas las carreras de PCR nos garantizó,además, la ausencia de contaminación accidental en las mezclas dereacción




Figura 8. Confirmación de la especificidad de los genes de
referencia y el tamaño de los amplicones. (A) Geles de agarosa quemuestran los productos de qRT-PCR para cada gen de referencia con sutamaño esperado. Se mezclaron y amplificaron cantidades iguales deDNAc de varios animales y tejidos  con cada par de cebadores y lareacciones de PCR se cargaron en un gel de agarosa al 2%, junto con unDNA Ladder estándar. (B) Curvas de fusión de los 10 genes dereferencia; la presencia de un solo pico de fluorescencia indica laexistencia de un único producto de amplificación en cada uno de lospocillo de reacción; os valores de Tm de cada producto de amplificaciónse muestran sobre cada pico.
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Figura 9. Confirmación de la especificidad de los genes de interés
estudiados y el tamaño de los amplicones. (A) Geles de agarosa quemuestran los productos de qRT-PCR para cada gen de interés con sutamaño esperado. Se mezclaron y amplificaron cantidades iguales deDNAc de varios animales y tejidos con cada par de cebadores y lareacciones de PCR se cargaron en un gel de agarosa al 2%, junto con unDNA Ladder estándar. (B) Curvas de fusión de los 7 genes de interés; lapresencia de un solo pico de fluorescencia indica la existencia de unúnico producto de amplificación en cada uno de los pocillo de reacción;los valores de Tm de cada producto de amplificación se muestran sobrecada pico.
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1.3.- Genes de referencia: estabilidad y evaluación
1.3.1. – Comparación de las estabilidades de expresión de los
genes de referencia candidatos por estadística descriptiva.Para normalizar los datos de qRT-PCR se usan genes dereferencia. Un gen de referencia perfecto no presenta cambios deexpresión entre las diferentes muestras comparadas, aunqueprocedan de diferentes tejidos, condiciones experimentales otiempos. Los genes de referencia deben seleccionarsecuidadosamente en base a datos experimentales, así que se siguióel protocolo establecido por la guía MIQE (Bustin y cols., 2009,Hellemans y Vandesompele 2014, Johnson y cols., 2014). Paracuantificar los genes de referencia en la qPCR se incluyeron 3réplicas técnicas en la PCR, y se obtuvieron valores de Ct tanto enNLH como en hígado. Los valores de Ct se exportaron a una hoja decálculo de Microsoft Excel. La estadística descriptiva se llevó a cabocon el complemento de Excel XLStat v. 19.4.45191 (Addisoft, Texas,Estados Unidos)En la PCR en tiempo real valores más bajos de Ct de un gendeterminado indican mayor abundancia del mismo y viceversa. Detodos los genes estudiados como candidatos a genes de referenciael que demostró ser más abundante fue el gen B2M, el cualpresentó un valor de Ct  de 14,041 ± 0,79 (media±DE). Por elcontrario, el gen menos abundante y más variable fue el gen TUBB,cuyo valor de  Ct fue 27,21 ± 3,13 (media±DE) (tabla 2). Un genideal de referencia debería mostrar poca variabilidad en susvalores de Ct (poca desviación estándar). Por lo que, los genes más
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estables son aquellos que presentan valores de Ct similares y conbaja desviación estándar en cualquier tejido que se estudie.Los parámetros estadísticos de los valores de Ct secalcularon tanto para NLH como para hígado de forma separadacomo de forma conjunta (tabla 2). En todas las combinaciones,TUBB y G6PD eran los que presentaban niveles de expresión másvariables, los cuales se veían reflejados en su alta desviaciónestándar. Los demás genes estudiados presentaban bastanteestabilidad tanto en NLH como en hígado cuando se valoraban porseparado. Sin embargo, cuando ambos tejidos se valorabanconjuntamente los genes que mostraban niveles de expresión másestables fueron PGK1, HSP90AA1, GUSB y SDHA. Estos 4 genestambién mostraron valores promedios intermedios en ambostejidos, lo cual los hacía más apropiados para ser usados comogenes de referencia. La media y DE  de cada gen se muestra en la
Figura 10.
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Tabla 2. Comparación de la expresión de estabilidad de los genes dereferencia candidatos por estadística descriptiva usando XLStat v.19.4.45191 software (Addisoft) para calcular los parámetrosestadísticos de los valores de Ct en hígado, NLH y ambos.
HNL+liver
Statistical parameter Pgk1 B2m Gapd SdhA Rplp0 GusB ActB Hsp90 GypC TubB
Observations 168 168 168 168 168 168 168 168 168 168
Minnimum value 17.470 12.290 19.080 18.250 13.450 20.830 13.500 15.290 19.820 22.680
Maximun value 22.140 16.370 26.790 21.540 18.830 25.640 18.990 19.700 23.720 32.940
1st Quartil 19.790 12.938 21.465 19.390 14.080 22.290 14.208 16.673 20.688 24.165
Median 20.235 14.170 22.110 20.035 15.240 22.850 14.885 17.470 21.760 25.690
3rd Quartil 20.840 15.045 24.823 20.763 16.565 23.415 16.360 17.933 22.833 30.838
Average 20.273 14.041 23.012 20.052 15.463 22.813 15.317 17.293 21.753 27.205
Variance (n-1) 0.661 1.181 3.791 0.680 2.289 0.661 1.647 0.737 1.302 11.617
Standard deviation (n-1) 0.813 1.087 1.947 0.825 1.513 0.813 1.283 0.858 1.141 3.408
HNL
Statistical parameter Pgk1 B2m Gapd SdhA Rplp0 GusB ActB Hsp90 GypC TubB
Observations 84 84 84 84 84 84 84 84 84 84
Minnimum value 17.470 12.290 20.360 18.250 13.450 22.580 13.500 15.290 19.820 25.670
Maximun value 21.860 16.370 26.790 21.540 18.830 24.240 17.740 17.950 21.910 32.940
1st Quartil 19.483 12.788 21.178 20.090 13.950 23.040 13.998 16.240 20.398 29.850
Median 19.800 12.955 21.640 20.690 14.080 23.395 14.195 16.665 20.685 30.845
3rd Quartil 20.110 13.265 22.010 21.013 14.293 23.683 14.730 17.075 20.933 31.443
Average 19.817 13.243 22.005 20.431 14.486 23.368 14.356 16.618 20.699 30.341
Variance (n-1) 0.596 0.706 2.345 0.754 1.673 0.153 0.311 0.379 0.172 2.885
Standard deviation (n-1) 0.772 0.840 1.531 0.868 1.293 0.391 0.558 0.616 0.414 1.699
Liver
Statistical parameter Pgk1 B2m Gapd SdhA Rplp0 GusB ActB Hsp90 GypC TubB
Observations 84 84 84 84 84 84 84 84 84 84
Minnimum value 19.080 12.800 19.080 18.660 14.590 20.830 14.260 16.880 21.650 22.680
Maximun value 22.140 15.800 26.790 20.930 18.830 25.640 18.990 19.700 23.720 25.710
1st Quartil 20.348 14.618 23.723 19.290 15.725 21.880 15.503 17.740 22.618 23.453
Median 20.730 15.000 24.280 19.610 16.455 22.290 16.360 17.930 22.835 24.140
3rd Quartil 21.050 15.203 25.195 20.018 16.975 22.603 16.720 18.083 23.035 24.593
Average 20.728 14.840 24.018 19.673 16.439 22.259 16.278 17.969 22.807 24.068
Variance (n-1) 0.313 0.380 3.232 0.323 1.003 0.555 1.133 0.179 0.200 0.576
Standard deviation (n-1) 0.560 0.616 1.798 0.568 1.001 0.745 1.065 0.423 0.448 0.759
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Figura 10. Distribución de los valores de Ct para los genes de
referencias candidatos. (A) Análisis de los datos de hígado. (B)Análisis de los datos de NLH (C) Ambos tejidos, Los valores de Ct deNLH e hígado se analizaron  juntos. Los datos de esta gráfica se hanobtenido de la tabla 2.
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1.3.2. – Comparación de las estabilidades de expresión de los
genes de referencia candidatos a través de algoritmos
matemáticos.Para identificar al gen de referencia más estable tanto enNLH como en hígado, se llevaron a cabo análisis más complejosmediante las herramientas GeNorm (Vandesompele y cols., 2002),NormFinder (Andersen y cols., 2004), BestKeeper (Pfaffl y cols.,2004), RefFinder y el método ΔCt (Silver y cols., 2006). Elalgoritmo de GeNorm, NormFinder, Bestkeeper y el métodocomparativo de ΔCt consideran diferentes aspectos para laevaluación de la expresión de estabilidad de los genes de referenciacandidatos. La herramienta basada en la web RefFinder(http://leonxie.esy.es/RefFinder/) integra los datos generados porestos cuatro algoritmos de forma individual y genera unaclasificación global integrada de la estabilidad de los genes.Mediante la integración de estas herramientas especializadas seobtiene para cada gen un valor denominado M, que esinversamente proporcional a la estabilidad que muestra un gen enconcreto.La mayoría de los algoritmos usados indicaron que los genes PGK1,HSP90AA1 y GYPC fueron los más estables bajo todas lascondiciones experimentales y tejidos usados (Tabla 3)
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Tabla 3. Clasificación de estabilidad de los genes de referencia
candidatos. Los niveles de expresión de los genes de referencia candidatos seevaluaron con los valores de Ct de las muestras. Los datos se analizaron con laherramienta RefFinder, la cual integra los métodos comparativos ΔCt,Bestkeeper, NormFinder y geNorm dando una clasificación completa de losgenes estudiados (en negrita). Los sombreados en gris muestran los valoresobtenidos en los diferentes programas para Pgk1, Hsp90AA1 y GypC (los tresgenes más estables). Estos genes fueron usados como genes de referenciatanto en NLH como en hígado.
GUSB 0,426 GYPC 0,294 PGK1 0,530 GYPC 0,920 GYPC 1,000
GYPC 0,426 PGK1 0,318 B2M 0,560 GUSB 0,940 GUSB 1,860
ACTB 0,533 GUSB 0,331 G6PD 0,950 PGK1 0,950 PGK1 3,500
HSP90AA1 0,564 HSP90AA1 0,516 SDHA 0,690 HSP90AA1 1,010 ACTB 3,870
PGK1 0,642 ACTB 0,554 RPLP0 0,780 ACTB 1,030 HSP90AA1 4,000
SDHA 0,684 SDHA 0,588 GUSB 0,330 SDHA 1,070 SDHA 6,240
B2M 0,758 B2M 0,666 ACTB 0,410 B2M 1,080 B2M 6,740
RPLP0 0,886 RPLP0 1,190 HSP90AA1 0,510 RPLP0 1,370 RPLP0 8,000
G6PD 0,984 G6PD 1,371 GYPC 0,330 G6PD 1,500 G6PD 9,000
TUBB 1,187 TUBB 1,926 TUBB 1,270 TUBB 2,000 TUBB 10,000
HSP90AA1 0,420 HSP90AA1 0,393 PGK1 0,450 HSP90AA1 0,760 HSP90AA1 1,000
GYPC 0,420 PGK1 0,423 B2M 0,440 PGK1 0,780 GYPC 2,060
PGK1 0,530 GYPC 0,440 G6PD 1,340 GYPC 0,790 PGK1 2,630
SDHA 0,550 B2M 0,481 SDHA 0,450 SDHA 0,820 B2M 4,160
B2M 0,586 SDHA 0,510 RPLP0 0,780 B2M 0,830 SDHA 4,470
GUSB 0,644 RPLP0 0,530 GUSB 0,500 RPLP0 0,870 GUSB 6,930
TUBB 0,692 ACTB 0,618 ACTB 0,810 ACTB 0,920 RPLP0 6,930
RPLP0 0,738 GUSB 0,731 HSP90AA1 0,270 GUSB 0,950 TUBB 7,940
ACTB 0,774 TUBB 0,779 GYPC 0,330 TUBB 0,990 ACTB 7,940
G6PD 0,923 G6PD 1,434 TUBB 0,640 G6PD 1,520 G6PD 10,000
HSP90AA1 0,608 PGK1 0,135 PGK1 0,630 PGK1 1,330 PGK1 1,320
GYPC 0,608 HSP90AA1 0,546 B2M 1,020 HSP90AA1 1,400 HSP90AA1 2,000
PGK1 0,741 SDHA 0,700 G6PD 1,760 B2M 1,440 GYPC 3,460
B2M 0,775 B2M 0,771 SDHA 0,710 GYPC 1,490 B2M 3,940
ACTB 0,812 GUSB 0,892 RPLP0 1,310 ACTB 1,530 SDHA 4,740
RPLP0 0,902 GYPC 0,935 GUSB 0,640 RPLP0 1,630 GUSB 5,180
G6PD 1,038 ACTB 0,941 ACTB 1,070 SDHA 1,640 ACTB 5,920
SDHA 1,168 RPLP0 1,190 HSP90AA1 0,710 GUSB 1,740 RPLP0 6,930
GUSB 1,261 G6PD 1,609 GYPC 1,060 G6PD 1,940 G6PD 8,450
TUBB 1,816 TUBB 3,970 TUBB 3,220 TUBB 4,040 TUBB 10,000
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1.4.- Variación por pares (Pairwise variation)
Normalmente, el número de genes de referencia usados enun experimento viene determinado por la variación del “foldchange” entre los ARN comparados. Siempre se recomienda usar almenos dos genes de referencia, debido a que el uso de uno sólo deellos puede llevar a cometer errores relativamente grandes. Lavariación por pares o “Pairwise variation” (Vn/Vn+1) es un índicepara determinar el número mínimo de genes de referenciarequeridos para una normalización precisa de la qRT-PCR enestudios de expresión génica. Esta variación por pares se calculamediante el programa GeNorm. Cuando el valor de la variación porpares es <0,15 un gen puede ser considerado apropiado como gende referencia.Los valores V2/3 de NLH e hígado analizados tantoindividuales como de forma conjunta, fueron menores a 0,15(Gráfica 4) sugiriendo que el uso de dos genes de referencia eranecesario en este estudio. Sin embargo, ya que diferentesalgoritmos clasificaron a PGK1, HSP90AA1 y GYPC como los másestables, en nuestro estudio se usaron estos 3 genes para lanormalización de nuestros datos y así aumentar la resolución yfiabilidad de nuestros resultados (Kozera y Rapacz 2013).Realmente, a la vista de los resultados y de los valores umbralesobtenidos en todos los genes cualquiera de ellos podría haber sidousado como gen de referencia debido que ninguno sobrepasa elumbral establecido. Sin embargo, como se ha comentadoanteriormente, se optó por elegir de entre todos ellos a los que
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además se expresaban de forma más estable para que el estudiotuviera mayor fiabilidad.
En otros estudios, se ha establecido la estabilidad de variosgenes usados frecuentemente en qRT-PCR en ovejas, y solo  en unode ellos identificaron al gen PGK1 como gen apropiado para unanálisis de qRT-PCR adecuado y reproducible (Zaros y cols., 2010,O'Connor y cols.,. 2013, Puech y cols., 2015, Mahakapuge y cols.,2016). En todos los estudios anteriores, los autores usaron otrostejidos pero también un número más reducido de genes candidatosy no más de dos enfoques estadísticos (normalmente GeNorm yNormFinder). La obtención de datos concluyentes sobre genesconstitutivos usando solo de uno o dos métodos puede dar lugar aresultados falsos positivos y llegar a conclusiones engañosas (Takiy cols., 2014). En nuestro estudio, usamos un enfoque estadístico
Gráfica 4. Determinación del número óptimo de genes de
referencia para la normalización. El algoritmo geNorm se usó paradeterminar el  valor de  variación pair-wise (Vn/n+1) de los valoresobtenidos en NLH, hígado y en ambos tejidos juntos.
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más exhaustivo (RefFinder) para determinar buenos genes dereferencia candidatos para una normalización más fiable de losdatos de expresión génica en NLH e  hígado de oveja.
2.- PROTECCIÓN FRENTE A Fasciola hepatica CON rCL1.
2.1.- Protección en fases tardías (experiencia 2)
Con el fin de estudiar la protección conferida mediante lainmunización con rCL1, se evaluó la carga parasitaria en los grupos4, 5 y 6, los cuales estaban compuestos por ovejas infectadas ysacrificadas a las 19 wpi. Los resultados de la carga parasitaria(expresados como media±desviación estándar) se muestran en la
gráfica 5. En el grupo 4 se obtuvieron 43.4±10,8 fasciolas, en elgrupo 5 40,8±11,7 y en el grupo 6 49,0±9,7 fasciolas.
Gráfica 5. Media de la carga parasitaria encontrada tanto en el grupovacunado, adyuvante e infectado a las 19 semanas post-infección. No seencontraron diferencias significativas entre grupos.
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Dichos resultados no mostraron diferencias significativasentre grupos respecto a la carga parasitaria, lo que indica una faltade protección de la vacuna usada (rCL1 en montanide isa 70VG).Estos resultados son similares a la ausencia de protección obtenidaen cabras inmunizadas con rCL1 usando Quil A (Pérez-Ecija y cols.,2010, Zafra y cols, 2013a) y montanide isa 70VG (Fu y cols., 2016)como adyuvantes. Sin embargo, estos resultados contrastan con lareducción significativa (48%) del número de parásitos descrito enensayos de campo en bovinos inmunizados con rCL1 usando comoadyuvante montanide isa 70 VG y montanide isa 206 VG (Golden ycols., 2010). El contaje de huevos en heces tampoco mostródiferencias significativas entre los tres grupos (datos nomostrados).
2.2.- Estudio Patológico del hígado (experiencia 1)
2.2.1.- Estudio macroscópico del hígadoEn los grupos 1 (vacunado e infectado) y 2 (no vacunado einfectado) a los 1 y 3 dpi, y en el grupo 3 (control negativo) no seencontraron cambios hepáticos macroscópicos. A los 9 dpi tanto elgrupo 1 como el grupo 2 presentaron trayectos blanquecinostortuosos de 1 a 2 mm de grosor y 0,5 a 1 cm de longitud, enocasiones rodeados por un halo rojizo. También mostrabannumerosas lesiones esféricas, planas, de bordes bien definidos, de1-3 mm de diámetro y color rojo vivo. Ambos tipos de lesiones selocalizaban principalmente en el lóbulo izquierdo del hígado
(Figuras 11-14). El contaje de las lesiones macroscópicashepáticas (puntos hemorrágicos y trayectos blanquecinos)
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expresados mediante la media ± desviación estándar, se muestraen la gráfica 6. A los 9 dpi el número de lesiones hepáticas fue58,6±27,9 en el grupo 1 y 111,8±37,6 en el grupo 2. El estudioestadístico demostró que el número de lesiones hepáticas erasignificativamente mayor (P =0,03) en el grupo 2 en comparacióncon el grupo 1.  A los 18 dpi el número de lesiones hepáticas fue de425,4±58,0 en el grupo 1 y 412,4±135,5 en el grupo 2, sin existirdiferencias significativas entre ambos grupos.El menor número de lesiones hepáticas observadas a los 9dpi en el grupo vacunado respecto al grupo control infectadocoinciden con los resultados descritos en cabras vacunadas conrCL1 en adyuvante Quil A (Zafra y cols., 2013a), y en cabrasvacunadas con rGST en Quil A (Zafra y cols., 2013b). Estosresultados sugieren que de algún modo la vacuna podría haberretrasado la llegada de las larvas de F. hepatica al hígado, pero losparásitos habrían usado algún mecanismo para conseguirestablecerse en el hígado como confirma las similares lesioneshepáticas observadas a los 18 dpi en el grupo 1 y 2, así como laausencia de diferencias significativas en el contaje de parásitosadultos a las 19 spi. Estos resultados también son corroborados porestudios previos en los que, a pesar de detectarse menores lesionesa los 7-9 dpi en los grupos vacunados respecto a los controlesinfectados, no hubo diferencias significativas de parásitos adultosen fases crónicas (Zafra y cols., 2013a, 2013b).
Tesis doctoral                                                                                        Isabel Lourdes Pacheco Luque
142
Gráfica 6. Media de las lesiones macroscópicas en hígado a los 9 y 18dpi en el grupo 1 (vacunado e infectado) y grupo 2 (no vacunado einfectado).
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Figura 11. Aspecto macroscópico de las caras parietales de doshígados correspondientes tanto a los grupos 1 (A) y 2 (B) a 1 dpi. Nopresentaban lesiones.
A
B
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Figura 12. Aspecto macroscópico de las caras parietales de doshígados correspondientes tanto a los grupos 1 (A) y 2 (B) a los 3 dpi.No presentaban lesiones.
A
B
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Figura 13. Aspecto macroscópico de las caras parietales de doshígados correspondientes tanto a los grupos 1 (A) y 2 (B) a los 9 dpi.Las lesiones afectan principalmente al lóbulo izquierdo y consisten enpuntos hemorrágicos y algunos trayectos sinuosos blanquecinos,siendo el número de lesiones menor en el hígado del grupo 1.
A
B
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Figura 14. Aspecto macroscópico de las caras parietales de dos hígadoscorrespondientes tanto a los grupos 1 (A) y 2 (B) a los 18 dpi. Laslesiones afectan principalmente al lóbulo izquierdo y consisten enpuntos hemorrágicos y algunos trayectos sinuosos blanquecinos. Nopresentaban diferencias significativas.
A
B
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2.2.2.- Estudio microscópico del hígadoAl igual que las lesiones macroscópicas, no se encontraronlesiones histopatológicas en los animales del grupo 3 (controlnegativo) ni en los de los grupos 1 y 2 a los 1 y 3 dpi. A los 9 dpi,tanto en el grupo 1 como en el grupo 2 se observaron focos denecrosis coagulativa de tamaño variable, localizadosprincipalmente a nivel subcapsular, en ocasiones con forma detrayecto. No se observaron larvas migrantes asociadas a estos focosde necrosis. Las lesiones más iniciales consistían en acidofiliacitoplasmáticas de los hepatocitos, picnosis y cariorrexis nuclear,así como discreto infiltrado de eosinófilos, algunos linfocitos ymacrófagos. En otros focos de necrosis más antiguos existía unsevero infiltrado de eosinófilos, la mayoría de ellos degeneradosmostrando picnosis o carriorrexis nuclear en el área de necrosis, lacual era rodeada por abundante infiltrado de eosinófilosmacrófagos y linfocitos. Algunos de los focos de necrosis estabanrodeado por empalizada de macrófagos y una capa externa delinfocitos dando lugar a granulomas. Los espacios porta cercanos afocos o trayectos de necrosis mostraban abundante infiltrado deeosinófilos, linfocitos y macrófagos, los cuales se distribuían através de los sinusoides hepáticos para dirigirse hacia los focos denecrosis. Algunas de las lesiones están recogidas en las figuras 15
y 16. Se realizó una valoración semicuantitativa de las lesionesmicroscópicas hepáticas. A los 9 dpi (Grafica 7) la presencia defocos de necrosis y el infiltrado de eosinófilos fue moderado y nomostró diferencias significativas en ambos grupos 1 y 2, aunque el
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infiltrado de eosinófilos fue ligeramente superior en el grupo 1 queen el grupo 2 (1,67±0,51 frente a 1,48±0,66, respectivamente). Sinembargo, en el grupo 1 sí que se observó un descenso significativo(P=0,04) en la presencia de granulomas (0,15±0,27 frente a0,53±0,41, respectivamente) así como el infiltradolinfoplasmocitario (P=0,04) cuando fue comparado con el grupo 2(0,98±0,53 en grupo 1 frente a 1,61±0,49 en grupo 2).
Por otra parte, a los 18 dpi las lesiones histopatológicasmostraron una severidad mayor como era de esperar. La presenciade focos de necrosis fue de nuevo moderada al igual que ocurrió alos 9 dpi. Sin embargo, las reacciones granulomatosas, el infiltradode eosinófilos así como el infiltrado inflamatorio linfoplasmocitariofueron entre moderados y severos. Entre los grupos 1 y 2, el grupo
Gráfica 7. Valoración de las lesiones microscópicas donde b indicadiferencias significativas entre los grupos 1 (vacunado e infectado)  y2 (no vacunado e infectado).   Infilt. L-P.: Infiltrado linfoplasmocitario.0: Ausencia; 0’5: Discreto; 1: Moderado; 2: Severo; 3: Muy severo.
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1 presentó de forma ligera mayor número de granulomas(2,17±0,85 en grupo 1 frente a 1,86±1,14 en grupo 2) así como deinflltrado de eosinófilos (2,71±0,32 frente a 2,43±0,78respectivamente) aunque no fue estadísticamente significativo. Porotra parte, el infiltrado linfoplasmocitario sí que fueestadísticamente superior (P=0,03) en el grupo 1 respecto al grupo2 (2,24±0,49 frente a 1,54±0,34, respectivamente) (Gráfica 8).
A los 18 dpi, en el grupo 1 y 2 las lesiones hepáticas eransimilares a las descritas a los 9 dpi pero más severas con trayectosnecróticos de mayor tamaño, siendo los granulomas másnumerosos y de mayor tamaño que a los 9 dpi. a los 18 dpi.Las lesiones microscópicas hepáticas a los 9 dpi fueron muysimilares a las descritas en cabras a los 7-9 dpi tras infección con F.
Gráfica 8. Valoración de las lesiones microscópicas donde b indicadiferencias significativas entre los grupos 1 (vacunado e infectado)  y2 (no vacunado e infectado).  Infilt. L-P.: Infiltrado linfoplasmocitario.0: Ausencia; 0’5: Discreto; 1: Moderado; 2: Severo; 3: Muy severo.
b
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hepatica (Zafra y cols., 2013a, 2013b). Sin embargo, en ambosestudios previos en cabras en los grupos no vacunados apenas seobservó reacción inflamatoria frente a larvas migrantes de F.hepática, mientras en los grupos vacunados, tanto con rGST (Zafraet al., 2013b) como con rCL1 (Zafra y cols., 2013a) se observó unsevero infiltrado de eosinófilos  alrededor de las larvas migrantes,así como algunos granulomas compuestos por células gigantesmultinucleadas y eosinófilos y ausencia de necrosis, lo que sugeríaque podría tratarse de granulomas frente a restos de larvas de F.
hepatica. Estos hallazgos no se observaron en el presente estudioen el que las larvas migrantes mostraron escasa o nula reaccióninflamatoria a su alrededor.
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2.2.3.- Estudio morfométrico (fibrosis periportal)La fibrosis hepática es una lesión crónica típica de la fasciolosis enovejas (Meeusen y cols., 1995; Pérez y cols., 2002) y la citoquinaTGF-β, la cual induce una  señalización SMAD juega un papelimportante en el inicio y progresión de la fibrosis (Cutroneo y cols.,2007). La evaluación de la fibrosis periportal con Tricromico deMasson en cortes del tejido en este estudio (Grafica 9) reveló unincremento gradual del área de fibrosis a lo largo de los diferentesdías postinfección tanto en el grupo 1 como en el grupo 2 (Figuras
17-19) siendo estadísticamente significativo (p<0,0001) encomparación con el grupo control negativo a partir de los 9 dpi.Tanto a los 9 como a los 18 dpi el grupo control infectado mostrómayores áreas de fibrosis con respecto al grupo vacunado (p<0,05).
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2.3.-Mecanismos de respuesta en fases tempranas (experiencia
1) de la infección
Para mejorar la protección de los candidatos vacunales es devital importancia el conocimiento de los mecanismos de larespuesta inmune local de las ovejas vacunadas y no vacunadas.Entre los mecanismos de respuesta poco conocidos en fasestempranas a nivel local en infecciones por F. hepática está ladinámica de diferentes tipos de citoquinas implicadas en el proceso(Molina-Hernández y cols., 2015, Toet y cols., 2014).El método más utilizado para la detectar los niveles detranscripción o la cuantificación absoluta/relativa de ARN es la PCRcuantitativa (qRT-PCR). En nuestro estudio hemos cuantificado elARN de forma absoluta debido a que este método ofrece mayorinformación de los datos, siendo capaz de medir con precisión lacantidad total de ADN, evitando la inexactitud de la mayoría de losestándares internos como referencias cuantitativas. Además, deesta forma mediante la cuantificación absoluta podemos expresarlos niveles de transcripción en términos de números de copias demoléculas (Bustin y cols., 2000).
2.3.1- Marcadores Th1/Th2 mediante qRT-PCR
2.3.1.1- Expresión en hígado de IL-4 e IFN-ɣEl número de moléculas cuantificadas tanto de IFN-γ comode IL-4 en hígado fue 20 veces menor que en el NLH (las moléculasexpresadas en el grupo 3 fueron, 42 moléculas/ng totales de ARNde IFN-γ y 17 moléculas/ng totales de ARN de IL-4 en hígado conrespecto a 1020 moléculas/ng totales de ARN de IFN-γ y
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227moléculas/ng totales de ARN de IL-4 en NLH), dicho resultadoera de esperar debido a que la cantidad de linfocitos encontradosen ovejas sanas es bastante menor en hígado.La dinámica de expresión correspondiente a IFN-γ en hígado semuestra en la gráfica 10. Dicha expresión se incrementó de formagradual, sin haber ninguna diferencia significativa en los grupos 1 y2 a 1 y 3 dpi  con respecto al grupo 3 (control negativo). A los 9 dpiel grupo 2 se mantuvo con una expresión similar a la observada enel grupo 3,  mientras que el grupo 1 mostró un aumentosignificativo (P˂0,001)	en	comparación	tanto	con	los	grupos	2	y	3.		A los 18 dpi se observó la máxima expresión de esta citoquina enlos grupos 1 y 2 con aumento significativo (P˂0,001)	 en	comparación con el grupo 1.
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El estudio de cuantificación de IL-4 en hígado se muestra enla gráfica 11. A 1 dpi la expresión de esta citoquina en el grupovacunado fue significativamente (P˂0,01)	 menor	 con	 respecto	 al	grupo control negativo. A los 3 dpi, el grupo 1 mostró unincremento estadísticamente significativo en la expresión demoléculas/ng (P˂0,0001)	 respecto	 al	 grupo	 2.	 Este	 incremento	significativo del grupo 1 respecto a los grupos 2 y 3 también seobservó a los 9 dpi (P<0,05). El mayor incremento se observó a los18 dpi en los grupos 1 y 2 respecto al grupo 3, siendo dichadiferencia  más pronunciada en el grupo 1 (P˂0,001).	
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La ratio IL-4/IFN-γ en hígado se expresa en la gráfica  12Esta ratio fue de 0,4 en el grupo 3 (control negativo) y se mantuvoen niveles muy similares en los grupos 1 y 2 a los  1 y 3 dpi,aumentando de forma significativa (P< 0,05) en ambos gruposrespecto al grupo control negativo a los 9 dpi (1,33 y 0,85respectivamente) (P< 0,05). Dicho aumento fue particularmenteelevado a los 18 dpi (5,1 y 3,7 para el grupo 1 y 2,respectivamente), con diferencias significativas respecto al grupo 3(P< 0,05).
2.3.1.2- Expresión en NLH de IL-4 e IFN-ɣLa dinámica de expresión de IFN-γ en NLH se muestra en la
gráfica 13. Dicha expresión disminuye significativamente (P<0,01) tanto en el grupo 2 como en el 1 con respecto al grupo 3desde 1 dpi en adelante, observándose la menor expresión a los 18
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dpi con respecto al grupo 3. En todos los estadios se observarondiferencias significativas entre el grupo 1 y 2, siendoestadísticamente mayor (P< 0,001) la expresión de IFN-γ en elgrupo 2 con respecto al grupo 1 a los 1, 9 y 18 dpi. Sin embargo, alos 3 dpi esta dinámica se invirtió y fue el grupo 1 el que mostrómayores niveles de expresión de IFN-γ comparado con el grupo 2(P< 0,05).
La expresión de IL-4 en NLH se muestra en la gráfica 14. Ladinámica de esta citoquina fue más gradual que la de IFN-γ. Elgrupo 3 mostró una expresión ligeramente mayor que los grupos 1y 2 a los 1 y 3 dpi aunque sin diferencias  estadísticas significativas.Por otro lado, a los 9 y 18 dpi sí que se observó un aumento
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extremadamente significativo (P˂0,0001)	 en	 el	 número	 de	moleculas/ng totales de ARN en los grupos 1 y 2 con respecto algrupo 3. En ninguno de los estadios hubo diferencias significativasentre los grupos 1 y 2.
La ratio IL-4/IFN-γ en NLH  se expresa en la gráfica 15. Fuede 0,22 en el grupo 3 y se mantuvo con valores similares en losgrupos de 1 y 3 dpi, de igual forma a como ocurrió en el hígado. Porotro lado, sí que se observó un incremento significativo en la ratioIL-4/IFN-γ a los 9 y particularmente a los 18 dpi al comparar elgrupo 1 y 2  con el grupo 3 (P< 0,05). La expresión en estos gruposfue del orden de entre 4 y 5 veces superior a los observados en elcontrol negativo
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El incremento de la expresión de IFN-γ a los 9 y 18 dpi enhígado en los grupos 1 y 2 contrasta con el marcado descenso de laexpresión de esta citoquina descrito por otros autores a los 7 dpien PBMCs de ovejas vacunadas con la misma vacuna que en elpresente estudio así como en ovejas infectadas (Fu y cols., 2016).Este hecho podría deberse a que la expresión de IFN-γ podría sermuy diferente en muestras de hígado normal y en leucocitossanguíneos circulantes. El hígado normal ovino presenta muy pocascélulas inflamatorias, lo que justifica una expresión muy baja deesta citoquina en el grupo 3 y a los 1 y 3 dpi en los grupos 1 y 2. Laslesiones causadas por F. hepatica en fases tempranas de lainfección comenzaron a observarse en la presente experiencia a los9 dpi, y consistieron en trayectos neccróticos y en hemorragias, asícomo en infiltrado inflamatorio severo compuesto por eosinófilos,linfocitos y macrófagos, el cual se organizaba formando granulomas
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con macrófagos activos a modo de células epitelioides querodeaban los focos y trayectos de necrosis. La activación de losmacrófagos a células epitelioides para formar granulomas requierede IFN-γ. Así, se ha descrito que el IFN-γ juega un papel importanteen la formación de granulomas en diversas enfermedadesparasitarias como en la schistosomiasis (Attia y cols., 2014) ycisticercosis (Freitas y cols., 2016), por lo que el incremento deIFN-γ en hígado de ambos grupos infectados, quizás refleja unarespuesta contra el daño producido en ese tejido y la formación degranulomas, más que contra la larva del parásito. Esto justificaría elincremento de la expresión de IFN- γ a los 18 dpi cuando el númerode granulomas fue significativamente mayor tanto en el grupo 1como en el grupo 2.Por otro lado, el incremento en la expresión génica de IFN-γen hígado a los 9 y 18 dpi también contrasta con la reducción en laexpresión de IFN-γ en hígados de vacas con infección crónica por F.
hepatica (Flynn y Mulcahy, 2008; Mendes y cols., 2013), lo que fuerelacionado con un incremento en la producción de IL10 como seha descrito en estudios in vitro (Flynn y Mulcahy, 2008). Sinembargo, en estadios agudos de la infección con F. hepatica se hadescrito un incremento de los niveles de IFN- γ en PBMc (Clery ycols., 1996), lo que está en consonancia con los resultados delincremento en la expresión génica de esta citoquina observada enel hígado a los 9 y 18 dpi en nuestro estudio.La citoquina IL-4, también mostró un incrementosignificativo de los grupos 1 y 2 con respecto al grupo 3 tanto a los9 como a los 18 dpi, siendo mucho mayor el aumento a los 18 dpi.
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Este incremento en la expresión de IL-4 también está de acuerdocon el aumento de la expresión de IL-4 en PBMCs a los 7 dpi deovejas vacunadas e infectadas con F. hepatica (Fu y cols., 2016). Unestudio llevado a cabo por Mendes y cols., (2013) observó enhígado de vacas con infección espontánea crónica por F. hepaticaque la expresión de IL-4 aumentó de forma significativa en losanimales infectados respecto a los no infectados. La débil expresiónde IL-4 a los 1 y 3 dpi, tanto en el grupo 1 como en el grupo 2,sugiere que el parásito induce pocos cambios en la expresióngénica de esta citoquina en el hígado antes de penetrar en elmismo.En NLH la máxima expresión de IFN-γ fue a los 3 dpi. Estosdatos contrastan con los obtenidos por Moreau y cols., en 1998,quienes observaron los valores más altos de IFN-γ a los 10 dpi encélulas mononucleares de sangre periférica (PBMCs) y NLH enovejas infectadas con F. hepatica en comparación con ovejas noinfectadas. Estos autores cuantificaron los niveles de esta citoquinamediante ELISA y en nuestro estudio se han cuantificado medianteqRT-PCR evaluando la presencia de transcritos. Los transcritos sonmoléculas de una vida media corta a partir de los cuales sesintetizan las proteínas  y una vez sintetizadas si no se necesitanmás no se producen más transcritos o se degradan. Esto explicaríapor qué en el estudio de Moreau y cols., (1998) la expresión de IFN-γ era algo más tardía que en nuestro estudio. Por otro lado, elestudio llevado a cabo por Fu y cols., (2016) evaluando la expresióngénica de la misma citoquina mediante transcriptómica arrojóresultados similares a los de nuestra experiencia, observando un
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descenso en la expresión de IFN-γ en PBMCs de ovejas infectadascon F. hepatica a los 7 dpi respecto a las ovejas no infectadas. Estehecho pone de manifiesto que las técnicas utilizadas tanto ennuestra experiencia como en la de Fu y cols., (2016) son mássensibles a la hora de detectar esta citoquina en fases tempranas dela enfermedad. Por otro lado, en un estudio llevado a cabo porPleasance y cols en 2011 se observó un descenso en la expresión deIFN-γ  a las 10 spi en ovejas indonesias de cola delgada infectadascon F. hepatica. Estos resultados están de acuerdo con nuestroestudio, ya que desde 1 dpi se observa una menor expresión de estacitoquina en ambos grupos infectados y dicho descenso en laexpresión es máximo a los 9 y 18 dpi.En nuestro estudio se observó a los 9 y 18 dpi una mayorexpresión de IL-4 que de IFN-γ (el cual disminuyó a estos estadios),coincidiendo este resultado con los obtenidos en NLH de ovejas,donde se observó una mayor expresión de IL-4 que de IFN-γ a 4 y10 spi (Martinez-Pérez y cols., 2014). Así mismo, un estudio llevadoa cabo en NLH de vacas, se observó una sobreexpresión  de IL-4 conrespecto a  IFN-γ  en animales de 84 dpi (Waldvogel y cols., 2004).En el bazo de ratas infectadas con F. hepatica se observó unincremento muy significativo de IL-4 en animales reinfectados a las12 spi y sacrificados a las 20 spi en comparación con los controlesnegativos, primoinfectados y reinfectados a las 8spi (Valero y cols.,2017). Por el contrario, estudios llevados a cabo en conejosvacunados con FhSAP2 presentaban una  menor cantidad de IL-4 a10 spi en animales vacunados que de IFN-γ  (Espino y Rivera2010).
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En nuestro estudio, los niveles de transcripción de ambascitoquinas, IFN-γ e IL-4,  aumentaron de forma gradual en hígado,tanto en el grupo control infectado como en el grupo vacunado a lolargo de toda la experiencia, aunque el número de transcritoscuantificados era mayor en IL-4. En NLH, desde 1 dpi se observauna menor expresión de IFN-γ en ambos grupos infectados y dichodescenso en la expresión es máximo a los 9 y 18 dpi. Mientras que aexpresión de IL-4 es mayor a los 9 y 18 dpi. Estos datos sugierenuna polarización de la respuesta inmunitaria hacia un perfil Th2 enlos 9 dpi y particularmente a los 18 dpi tanto en el grupo vacunadocomo en el grupo control infectado, lo que está de acuerdo con lapolarización de la respuesta hacia un perfil Th2 descrita cuando lainfección progresa a estadios crónicos  en PBMC ovinos (Fu et al.,2016) y bovinos (Clery y cols., 1996; Flynn and Mulcahy, 2008), asícomo en hígado bovinos con infección crónica natural (Mendes ycols., 2013) y  que igualmente se ha visto que ocurre en losmacrófagos peritoneales durante las fases tempranas de lainfección con F. hepatica en ovejas (datos no publicados).
2.3.2.- Citoquinas reguladoras en infecciones tempranas por F.
hepatica
2.3.2.1. –Expresión génica de IL-10/TGF-β en hígadoPara IL-10 (Gráfica 16) hubo un incremento gradual en losgrupos 1 y 2, siendo la expresión mayor a los 18 dpi. Esteincremento fue significativo desde los 9 dpi en el grupo 2 respectoal grupo 3 (P<0,001), y a partir de los 3 dpi en los animales delgrupo 1 (P<0,001) con respecto al grupo 3. Por otro lado, el grupo 1mostró mayor expresión que el grupo 2 a lo largo de toda la
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experiencia, solo habiendo diferencias significativas a los 3 dpi(P=0,03).
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La expresión de TGF-β (Gráfica 17) en animales del grupo1 y 2 fueron muy similares a lo largo de la infección sin diferenciassignificativas entre ambos. Al comparar con el grupo 3, tanto elgrupo 1 como el 2 mostraron incremento significativo (P<0,05) alos 1, 3 y 9 dpi, mientras que a los 18 dpi hubo un incrementobastante importante de ambos grupos con respecto al grupocontrol negativo (P<0,001).
Gráfica 17. Niveles de expresión génica de TGF-β en hígado donde aindica diferencias significativas (P<0,05) con el grupo 3 (controlnegativo-0 dpi). La mayor expresión de esta citoquina con respecto elgrupo 3 fue a los 18 dpi tanto en el grupo 1 como en el grupo 2.
a a a a
a a
a a
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El estudio estadístico demostró de una correlación positivasignificativa (Grafica 18) entre la expresión génica de TGF-β  y lafibrosis peri-portal tanto del grupo 1 (P=0,017; r=1)  como delgrupo 2 (P=0,017; r=1).
2.3.2.2.–Expresión de IL-10/TGF-β en NLHEl NLH se utilizó para validar la fiabilidad de los genes dereferencias (se muestran en el apartado 1 de resultados ydiscusión) para ello se normalizaron los genes TGF-β, IL-10 con losgenes constitutivos por cuantificación relativa.La expresión de IL-10 (Gráfica 19) incrementó deforma significativa a los 3 dpi (P˂0,05)	y	los	9	dpi		(P˂0,001)	en	el	grupo 1 en comparación con el grupo 3. A los 18 dpi la expresión deIL-10 disminuyó de forma general en comparación con la expresióna los 9 dpi aunque el grupo 1, a los 18 dpi, seguía mostrandodiferencias significativas con respecto al grupo 3 (P˂0,001).	
Gráfica 18. Correlación entre  la expresión génica de TGFβ con las áreasde fibrosis periportal en animales del grupo 1 (A) y animales del grupo 2
(B). Se observó una correlación significativa y positiva en ambos grupos.
PCR/Fibrosis-Vacunados PCR/Fibrosis-Infectados	
(B)(A)
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La expresión de TGF-β (Gráfica 20) mantuvo unincremento gradual a lo largo de la experiencia. A los 3 dpi el grupo2 se encontraba 0,3 rangos significativamente por encima que elgrupo 3. A los 9  y 18 dpi se observó un incremento significativo dedicha citoquina tanto en el grupo 1 como en el grupo 2 encomparación con el grupo 3, siendo la mayor expresión a los 18 dpi(P˂0,001).
En nuestro estudio, IL-10 comenzó a aumentar de formasignificativa con respecto al grupo 3 a partir de 3dpi tanto enhígado como en NLH. Guasconi y cols (2015) describieron unaumento de IL-10 en macrófagos peritoneales de ratones expuestosproductos de excreción-secreción de F. hepatica con respecto amacrófagos peritoneales no expuestos a los 3 días post-incubación.Se ha descrito que los bovinos infectados de forma natural con F.
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hepatica también mostraron un incremento de la expresión génicade IL-10 con respecto al grupo control no infectado en hígado(Mendes y cols., 2013), sugiriendo un papel inmunomodulador dela respuesta inmune del hospedador de esta citoquina  y facilitandoasí la supervivencia del parásito durante  los estadios crónicos de lainfección. Los resultados de nuestro estudio revelaron que estepapel de la citoquina IL-10 se hace relevante desde los estadiostempranos, cuando la larva del parásito está migrando a través delparénquima hepático.Las citoquinas IL-10 y TGF-β  son importantes en laregulación de la respuesta inmunitaria y son las responsables enprovocar la estimulación del factor de transcripción FoxP3 (Belkaidy cols., 2006). La expresión de IL-10 y TGF-β  van de la mano comose demostró en un estudio in vivo e in vitro llevado a cabo enratones. En el estudio in vivo ratones infectados con F. hepaticapresentaban de forma significativa mayor expresión de IL-10 yTGF-β en comparación con animales no infectados a los 2 dpi y enel estudio in vitro macrófagos peritoneales expuestos a losproductos de excreción-secreción del parásito presentabantambién de forma significativa mayor expresión de dichascitoquinas en comparación con los macrófagos no expuestos(Guasconi y cols., 2011). Al igual ocurrió en ovejas infectadas con F.
hepatica y sacrificadas a los 18 dpi, aunque en este caso elincremento no fue significativo debido a la variabilidad entreanimales (Ruiz-Campillo y cols., 2017).  En NLH de ovejas enestadios crónicos de la infección con F. hepatica, donde ovejas conalta carga parasitaria presentaba una expresión de estas citoquinas
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significantemente menor a la expresión de las mismas citoquinasen ovejas que presentaban menos carga parasitaria (Haçariz y cols.,2009). En nuestro trabajo la cantidad de esas citoquinas aumentana lo largo de la experiencia, tanto en hígado como en NLH,coincidiendo con una carga parasitaria parecida a la obtenida en lasovejas con baja carga parasitaria del estudio de Haçariz y cols.,(2009). Además la citoquina TGF-β es esencial para la producciónde fibrosis (Cutroneo 2007).En nuestro estudio, hubo un aumento significativo de TGF-βa partir de 1 dpi en hígado y a partir de 3 dpi en NLH con respectoal grupo 3. En un estudio realizado por Alvarez-Rojas y cols. (2016)en PBMCs de ovejas vieron un incremento significativo de estacitoquina con respecto al grupo control negativo a los 14 dpi.  Porotro lado, el incremento observado de la fibrosis periportalcorrelacionado con el incremento de la expresión del gen TGF-β enhígado tanto en los animales del grupo 2 como en los animales delgrupo 1 con respecto al grupo 3. Este hecho tiene lugar desde 1 dpien adelante, y adquiere su valor máximo de  expresión a los 18 dpi.Este resultado está en consonancia con los de otros autores en losque se observa el aumento del gen  COL1A1 (gen codificador delcolágeno tipo I, importante en la cicatrización de heridas) inducidopor TGF-β  a través de la señalización de SMAD en PBMCs de ovejasinfectadas por F. hepatica a los 7 dpi (Fu y cols., 2016) así como enestadios crónicos de la infección (Haçariz y cols., 2009; Fu y cols.,2017) donde se identificó un aumento de varias expresionesgénicas (SMAD3, SMAD4, COL1A1) relacionadas con la citoquinareguladora TGF-β  y asociadas con tipos celulares asociadas a
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fenómenos reparativos como pueden ser fibroblastos, principalcélulas productora de fibras colágenas y por tanto de fibrosishepática (Fu y cols., 2017).
2.3.3. –Expresión de FoxP3 en inmunohistoquímica
2.3.3.1. –Expresión de FoxP3 en hígadoCon respecto a los resultados obtenidos eninmunohistoquímica (grafica 21) el número de células FoxP3positivas a 1 y 3 dpi fue muy parecida a la expresada en el grupo 3,no sobrepasando una media de 5 células/área 945.564 µm2.Mientras que a los 9 y 18 dpi su produjo un incrementosignificativo (P<0,0001)  tanto del grupo 1 como del grupo 2 conrespecto al grupo 3 (control negativo), aunque los contajes en elgrupo 2 se mantenían por encima de los contajes del grupo 1especialmente a los 18 dpi, sin encontrar diferencias significativasentre ambos. La mayoría de los linfocitos positivos al revelado deanti-FoxP3 mAb se localizaban principalmente en los espaciosportas del hígado, habiendo menos cantidad en los centros denecrosis y zona periférica de los granulomas (Figuras 20 y 21).
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Los resultados de la correlación (Grafica 22) entre elnúmero de células FoxP3 positivas en los infiltrados hepáticos yentre la expresión génica de IL-10, reveló una correlación positivasignificativa para los grupos 1 (r=0,81; P=0,0004)  y 2 (r=0,88;P˂0,0001).
2.3.3.2. –Expresión de FoxP3 en NLHCon el fin de comparar la expresión de transcritos de FoxP3 con laexpresión antigénica del mismo se llevó a cabo la técnica deinmunohistoquímica en NLH (Figuras 22 y 23). Las célulaspositivas a FoxP3 (Gráfica 23) incrementaron de forma gradual alo largo de la experiencia siendo el máximo contaje a los 18 dpi. Losanimales pertenecientes al grupo 2 tuvieron  mayor número decélulas positivas que los pertenecientes al grupo 1 en cada uno delos estadios de la infección. En comparación con el grupo 3 (a), apartir de los 3 dpi los grupos 1 y 2 presentaban mayor expresión(P˂0,01)	 y	 (P˂0,001),	 	 respectivamente.	 En	 comparación	 con	 el	
Gráfica 22. Correlación entre  el número de células positivas a FoxP3con la expresión génica de IL10 en animales del grupo 1 (A) y animalesdel grupo 2 (B). Se observó una correlación significativa y positiva enambos grupos.
(B)(A)
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grupo 1 a 1 dpi (b), a los 3 dpi el grupo 2 (P˂0,001)		y	a	los	9	y	18	dpi el grupo 1 (P˂0,05),	 	 y	 2	 (P˂0,001),	 presentaban	 mayor	expresión. Además el grupo 2 a los 18 dpi presentósignificativamente mayor expresión que el grupo 2 a 1dpi (c)(P˂0,05)	y	que	el	grupo	1	a	3	dpi	(d)	(P˂0,05).
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Figura 22. Imágenes microscópicas de hígado donde se observancélulas positivas a FoxP3 (A) en el grupo 1 y (B) grupo 2 a 1 dpi.
20xA
20xB
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Figura 23. Imágenes microscópicas de hígado donde se observancélulas positivas a FoxP3 (A) en el grupo 1 y (B) en el grupo 2 a 18 dpiImagen representativa de los animales del grupo vacunados a 3, 9 y 18dpi.
20xA
20xB
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2.3.4. –Expresión de FoxP3 en qRT-PCREl NLH se utilizó para validar la fiabilidad de los genes dereferencias (se muestran en el apartado 1 de resultados ydiscusión) para ello se normalizaron el gen FoxP3 con los genesconstitutivos por cuantificación relativa.
2.3.4.1. –Expresión de FoxP3 en hígadoA los 1 y 3 dpi la expresión génica (Grafica 24) de FoxP3 fuesignificativamente mayor (P<0,05) en el grupo 1 respecto al grupo2, mientras que no hubo diferencias significativas entre los grupos1 y 2 con el grupo 3. A los 9 dpi, tanto el grupo 1 como el grupo 2mostraron un incremento significativo (P<0,01) respecto al grupo3. Sin embargo, a los 18 dpi tanto el grupo 1 como el grupo 2tuvieron un incremento de la expresión bastante acusado habiendodiferencias significativas con respecto al grupo 3 (P<0,001). A los 9dpi la expresión de ambos grupos fue muy parecida y a los 18 dpise expresaba algo más en los animales del grupo 2 pero sindiferencias significativas.
Tesis doctoral                                                                                        Isabel Lourdes Pacheco Luque
184
Gráfica 24. Niveles de expresión génica de FoxP3 en hígado donde aindica diferencias significativas con el grupo 3 (control negativo-0 dpi)  y
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La correlación (Grafica 25) entre la expresión génica de IL-10 y la expresión génica de FoxP3 para el grupo 1 (r=0,68;P=0,0002)  y grupo 2 (P˂0,0001;	 r=0,81)	 	 fue	 también	 positiva	 y	significativa,   como ocurrió con la correlación entre el número decélulas FoxP3 positivas y la expresión génica de IL-10.
Gráfica 25. Correlación entre  la expresión génica de FoxP3 con laexpresión génica de IL10 en animales del grupo 1 (A) y animales delgrupo 2 (B). Se observó una correlación significativa y positiva en ambosgrupos.
(B)(A)
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2.3.4.2. –Expresión de FoxP3 en NLHLa expresión de FoxP3 (Gráfica 26) a 1 dpi essignificantemente el doble en el grupo 1 (P˂0,05)		y	2	(P˂0,01)	en	comparación con el grupo 3; y a 3 dpi solo se mostraron resultadossignificativos para el grupo 1 (P˂0,01).	A	los	9	y	18	dpi	la	expresión	del grupo 1 y 2 fue sobre 1,5 y 2 rangos significantemente mayorque el grupo 3, respectivamente (P˂0,001),	siendo	el	grupo	1	el	que	presentaba la expresión más alta a los 18 dpi. A lo largo de laexperiencia, la expresión de FoxP3 in el grupo 1 fue mayor que laexpresada en el grupo 2 en todos los estadios excepto a 1 dpi.
El incremento en el número de células Foxp3+, tanto en elhígado como en los NLH (en IHQ y qRT-PCR) a los 9 y 18 dpi, estáen consonancia con la expansión de Foxp3 en hígado y NLH encabras y ovejas infectadas con F. hepatica a los 7-9 dpi (Escamilla y
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cols., 2016). Este incremento de FoxP3 no sólo se ha observado enestudios hechos con F. hepatica sino también con otros helmintos.Un estudio llevado a cabo en ratones inmunizados con antígenos dehuevos de Schistosoma mansoni y posteriormente inducidos acolitis comparados con ratones que sólo presentaban colitis,mostró que los ratones vacunados aumentaron la producción deFoxP3 e IL-10, habiendo correlación positiva entre ambos y lascuales a su vez disminuyeron los efectos de la colitis (Hasby y cols.,2015). En ovejas infectadas con T. circumcincta, el aumento decélulas positivas a FoxP3 también se asoció a un incremento de laexpresión génica de IL-10 (McNeilly  y cols., 2013). Los resultadosde este estudio revelaron una dinámica parecida de la expresióndel gen IL-10 y la expresión tanto antigénica como génica de FoxP3,así como se encontró una fuerte correlación entre IL-10  y FoxP3tanto en los animales del grupo infectado como en los el grupovacunado, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en ovejasinfectadas con T. circumcincta y en ratones inmunizados conantígenos de  huevos de Schistosoma mansoni (McNeilly  y cols.,2013; Hasby y cols., 2015).En nuestro estudio, también se observó un incremento deTGF-β en fases tempranas de la infección. Un estudio llevado a caboen ratones infectados con el helminto intestinal Heligmosomoides
polygyrus mostró que un verdadero mimético de TGF-β  estabapresente en los productos de excreción-secreción (ES) del parásitoel cual producía una expansión de la expresión de FoxP3,demostrando que la inducción de FoxP3 por los HES dependía de la
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señalización a través de la vía TGF-β  (Grainger y cols., 2010). Todoesto, apoya el papel de las células T reguladoras en la generación deun ambiente supresor favorable para la persistencia del parásito.La dinámica de  la expresión de FoxP3 tanto porinmunohistoquímica como por PCR fue parecida tanto en animalesdel grupo 1 como en animales del grupo 2. Estos resultados eranlos esperados puesto que la vacuna no proporcionó protección.La expansión de Foxp3 desde fases iniciales de la infección(9 dpi) podría por un lado facilitar la supervivencia del parásitodurante la fase de migración hepática, y por otro lado, podríamodular las lesiones hepáticas consecuencia de la reaccióninflamatoria al limitar y modular dicha inflamación como ha sidosugerido en ovejas infectadas con T. circumcincta a nivel deabomaso (McNeilly y cols., 2013).
2.3.5.–Citoquinas proinflamatorias en infecciones tempranas
por F. hepatica
2.3.5.1. –Expresión de IL-1 β y TNF-α en hígadoUna de las citoquinas más participativas en las reaccionesinflamatorias de la respuesta inmune innata en mamíferos son IL-1β y  TNF-α, las cuales suelen estar presentes en los estadiosagudos de los procesos inflamatorios (Titus y cols., 1991; Eberhardy cols., 1995). La IL-1β es la responsable de promover la actividadfagocítica favoreciendo la respuesta inmunitaria frente a lainfección (Dinarello y cols., 1997). Por otro lado el TNF-α es unmediador importante de los mecanismos proinflamatorios (Goetz ycols., 2004).
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En nuestro estudio, la expresión de TNF-α (Gráfica 27) tuvoun incremento gradual a lo largo de la experiencia tanto para losanimales del grupo 1 como para los animales del grupo 2, habiendomás expresión en el grupo 1 que en el grupo 2 a 1, 3 y 9 dpi(P<0,05), mientras que a los 18 dpi no hubo diferenciassignificativas entre ambos grupos. En comparación con el grupo 3se encontraron diferencias significativas a partir de 3 dpi para elgrupo 1 y  solo a los 18 dpi para el grupo 2 (P<0,001).
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La expresión de IL-1β (Gráfica 28) también tuvo unincremento gradual a lo largo de toda la experiencia siendo a los 18dpi la máxima expresión. Este incremento en comparación con elgrupo 3 fue significativa a partir de 1 dpi para el grupo 1 y a partirde los 9 dpi para el grupo 2 (P<0,001). La expresión en el grupo 1fue algo superior que en el grupo 2 a 1, 3 y 9 dpi excepto a los 18dpi donde no hubo  diferencias significativas entre ambos grupos.






Resultados y discusión Isabel Lourdes Pacheco Luque
191
2.3.5.2. – Expresión de IL-1 β y TNF-α en NLHLos NLH se utilizaron para validar la fiabilidad de los genesde referencias (se muestran en el apartado 1 de resultados ydiscusión) para ello se normalizaron los genes TNF-α e IL-1β conlos genes constitutivos por cuantificación relativa (Gráfica 29). Laexpresión de TNF-α en NLH fue menor a 1 dpi en comparación conel grupo 3. A los 3 dpi la expresión fue similar que el grupo 3 y apartir de los 9 dpi hubo un incremento siendo significativo a los 18dpi tanto para el grupo 1 (P˂0,001)	 como el 2 P˂0,05)
Gráfica 29. Niveles de expresión relativa de TNFα  en NLH donde aindica diferencias significativas con el grupo 3 (control negativo-0 dpi).
a
a
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La expresión de IL-1β (Gráfica 30) incrementó de formagradual y significativo hasta los 9 dpi en comparación con el grupo3 (P˂0,001), para luego decrecer a los 18 dpi, aunque los grupos1 y2 a este estadio también presentaban mayor expresión de lacitoquina en comparación con el grupo 3 (P˂0,001).
Un estudio in vivo, mostró que ratones inyectadosintraperitonealmente con proteínas de unión a ácidos grasos(Fh12) de F. hepatica y sacrificados a las 12 horas postinfección, noexpresaron citoquinas proinflamatorias, mientras que aquellosinyectados con Fh12 y después con lipopolisacáridos bacterianos(LPS) se observó una disminución significativa de la citoquina TNF-α  en comparación con los animales que solo habían sido tratadoscon LPS. Así mismo, en el mismo experimento, hicieron un estudio
in vitro con macrófagos derivados de médula ósea de ratón donde
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encontraron una supresión de la expresión de IL-1β y  TNF-α encélulas tratadas con LPS y previamente con Fh12 en comparacióncon aquellas células que provenían de animales solo tratados conLPS (Martin y cols., 2015), a pesar de que los macrófagos sonexcelentes productores de  citoquinas proinflamatorias cuando sonestimulados in vitro. Chung y cols., (2012), realizó un estudio entres modelos diferentes  de ratones (BALB/c, C57BL/6, andC3H/He) infectados con F. hepatica y valoró la expresión de IL-1β yTNF-α a 7,14 y 21 dpi. En los dos primeros modelos, ambascitoquinas aumentaros de forma progresiva a lo largo de lainfección, siendo la expresión de ambas menor a los controlesnegativos.  En nuestro estudio, se observó una expresión baja de lostranscritos de ambas citoquinas, tanto en hígado como en NLH a 1dpi en comparación con los niveles mayores de estas citoquinas a 3,9 y 18 dpi, aunque a excepción de TNF-α en NLH, en todos  loscasos la expresión a 1 dpi fue mayor comparada con el grupo 3.Estas diferencias también podrían ser debidas a las diferentesmuestras empleadas, ya que en nuestro estudio hemos usadomuestras de hígado y NLH donde asienta un importante procesoinflamatorio cuando comienza la migración de F. hepatica enparénquima hepático, lo que justifica el notable incremento deestas dos citoquinas proinflamatorias a nivel hepático y de NLH.Otro estudio llevado a cabo en ratones sí mostró resultadossimilares a los de nuestro trabajo, así en ratones los cuales fueronvacunados con FAPB (rFh15) de F. hepatica, infectados con
Schistosoma bovis y sacrificados a las 8 spi. Se observó un aumentode ambas proinflamatorias en animales vacunados y adyuvantes en
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comparación con el grupo control (Vicente y cols., 2014). Esimportante remarcar que a 1, 3 y 9 dpi la expresión génica de TNF-α fue mayor en los animales del grupo vacunado en comparacióncon los animales del grupo infectado tanto en hígado como en NLH,a pesar de que la vacuna no fue protectora. Estas ovejas vacunadas,a su vez no mostraron una reducción de la carga parasitaria deforma general, pero si hubo una disminución de las lesioneshepáticas a los 9 dpi en animales vacunados con respecto a losanimales infectados.Estos resultados también coinciden con los altos niveles deexpresión de TNF-α en hígado de ratas inmunizadas con cadenaligera de miosina reguladora (MRLC) de F. hepatica, las cualesresultaron estar parcialmente protegidas en comparación con lasratas que no estaban inmunizadas en estadios crónicos de lainfección. En este estudio las ratas inmunizadas si presentabanmenor número de lesiones hepáticas aunque no fueronsignificativas (Henker y cols., 2017). En NLH, la máxima expresiónde IL-1β se observó a los 9 dpi mientras que en el hígado seobservó a los 18 dpi, sugiriendo ciertas diferencias de expresión deesta citoquina a nivel sistémico, quizás debido a la gran cantidad decélulas inflamatorias presentes en hígado a los 18 dpi que actúandebido a los productos de excreción-secreción del parásito.En rumiantes han sido escasos los estudios en los que se haevaluado la expresión de citoquinas proinflamatorias (TNF-α e IL-1β), así en un estudio llevado a cabo en búfalos inmunizados conrFAPB e infectados con F. gigantica se observó un descenso deexpresión génica de TNF-α en PBMCs en fases crónicas de la
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1. La vacunación con catepsina L1 recombinante de Fasciola
hepatica con adyuvante montanide isa 70VG no indujoreducción del número de parásitos, pero sí cierto retraso enla llegada de las larvas como demostró el menor número delesiones hepáticas a los 9 dpi en el grupo vacunado respectoal control infectado. Sin embargo, las lesiones hepáticasfueron similares en ambos grupos a los 18 dpi.
2. Las lesiones microscópicas hepáticas en fases tempranas dela infección consistieron en focos de necrosis, granulomas,infiltrado de eosinófilos e infiltrado linfoplasmocitario,siendo similares en el grupo vacunado y control infectado,salvo el número de granulomas e infiltradolinfoplasmocitario que fueron menores a los 9 dpi en elgrupo vacunado respecto al control infectado.
3. El estudio morfométrico indicó un aumento progresivo dela fibrosis hepática a lo largo del proceso en ambos gruposinfectados, siendo este aumento especialmente acusado alos 9 dpi y 18 dpi. Entre los grupos infectados el grupo 1mostró un descenso significativo de las áreas de fibrosiscomparado con el grupo 2.
4. El estudio de estabilidad de la expresión génica reveló quelos genes PGK1, HSP90AA1 y GYPC fueron los más establespara usarse en la normalización. El estudio de variación por
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pares (pairwise variation) indicó que tanto en NLH como enhígado dos genes eran suficientes para la normalización.
5. La expresión génica de IFN-γ en hígado mostró un aumentoa los 9 y 18 dpi en los grupos vacunado y control infectado,lo que puede  ser debido a la formación de granulomas querequiere de esta citoquina para la activación de macrófagos,sin embargo, en NLH hubo un descenso significativo de IFN-γ a los 9 y 18 dpi tanto en el grupo vacunado como controlinfectado, lo que unido al marcado incremento de la IL-4tanto en hígado como en NLH en ambos grupos, sugiere unapolarización Th2 de la respuesta inmunitaria desde fasestempranas de la infección (9 dpi).
6. La expresión génica de IL-10 y TGF-β aumentó tanto enhígado como en NLH en los grupos 1 y 2 a los 9 y 18 dpi,mostrando un patrón similar a la expresión antigénica ygénica de Foxp3 en hígado y NLH, lo que sugiere que F.
hepatica induce una expansión de células reguladorasFoxp3+ que facilitarían la supervivencia del parásito desdefases muy tempranas de la infección (9 dpi).
7. La expresión de citoquinas proinflamatorias (TNF-α e IL-1β)mostraron un incremento gradual a lo largo de la infecciónen hígado y NLH tanto en el grupo vacunado como en elcontrol infectado, siendo dicho incremento más notable alos 18 dpi, lo que se corresponde con las mayores lesionesinflamatorias observadas al progresar la infección.
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1. Vaccination with recombinant cathepsin L1 from Fasciola
hepatica with the adjuvant montanide isa 70VG did notinduce reduction of the number of parasites, but a delay inthe arrival of the larvae to the liver has been demonstrateddue to the lower number of liver lesions at 9 dpi in thevaccinated group compared to the infected control.However, liver lesions were similar in both groups at 18 dpi.
2. Microscopic hepatic lesions in early stages of infectionconsisted in necrosis, granulomas, lymphoplasmacyticinfiltrate and eosinophils, being similar in both groups(vaccinated and infected control), exceptlymphoplasmacytic infiltrate and the number of granulomasthat were less severe in the vaccinated group in comparisonwith the infected control at 9 dpi.
3. The morphometric study indicated a progressive increase ofhepatic fibrosis throughout the experience in both infectedgroups. The increase was especially marked at 9 and 18 dpiand more severe in the infected control than in thevaccinated group.
4. The study of gene expression stability revealed that thePGK1, HSP90AA1 and GYPC genes were the most stable foruse in normalization. The study of pairwise variationindicated that in both HLN and liver two genes were enoughfor normalization.
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5. Gene expression of IFN-γ in the liver showed an increase at9 and 18 dpi in both infected groups, which could be due tothe presence of granulomas that requires this cytokine forthe activation of macrophages. However, in the HLN therewas a significant decrease of IFN-γ at 9 and 18 dpi in bothinfected groups, suggesting a Th2 polarization of theimmune response from early stages of infection (9dpi).
6. Gene expression of IL-10 and TGF-β increased either in theliver and HLN in both infected groups at 9 and 18 dpi,showing a similar pattern to antigenic and gene expressionof FoxP3 in the liver and HLN. This result suggest that F.
hepatica induces an expansion of FoxP3+ regulatory T cellsthat would facilitate the survival of the parasite from veryearly stages of the disease (9 dpi).
7. Gene expression of the pro-inflammatory cytokines TNF-αand IL-1β) showed a gradual increase throughout theinfection in the liver and HLN in both infected groups. Thisincrease was remarkable at 18 dpi coinciding with moresevere inflammatory infiltrates in the liver lesions.
8. No relevant differences for cytokine gene expression wasfound between the infected group and the vaccinated group,which was expected due to the absence of protection. Theexception was a lower expression of FoxP3+ cells and TNF-α
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El objetivo del presente estudio, ha sido, por un lado evaluarla respuesta inmunitaria en hígado y nódulos linfáticos hepáticos(NLH) de ovejas no vacunada y vacunadas Catepsina L1recombinante (rCL1) e infectadas con Fasciola hepatica durantefases tempranas de la infección. Por otro lado se evaluó la eficaciaprotectora de dicha vacuna según el número de parásitos adultosen fases crónicas de la infección.Para el estudio se realizaron dos experiencias, en la primerase utilizaron 44 ovejas hembras de Raza Merina de 7 meses deedad, libres de F. hepatica., que se distribuyeron en tres grupos. El
grupo 1 (n=20) fueron inmunizadas con CL1 recombinante de F.
hepatica (rCL1) en adyuvante Montanide ISA 70 VG. El grupo 2
(n=20) se usó como controles no vacunados e infectados, y eltercer grupo y el grupo 3 (n=4) como controles negativos noinfectados ni vacunados. Los grupos 1 y 2 se infectaron oralmentecon 200 metacercarias de F. hepatica. Ambos grupos a su vez sedividieron cada uno en 4 subgrupos (n=5) que fueron sacrificadosa los 1, 3, 9 y 18 días post-infección (dpi).En la segunda experiencia se usaron 34 ovejas, hembras, deraza Merina de la misma edad, que fueron divididas en 3 grupos. El
grupo 4 (n=13) estaba compuesto por animales inmunizados deigual forma que el grupo 1. El grupo 5 (n=12) correspondió aanimales inmunizados sólo con el adyuvante y finalmente el grupo
6 (n=9) que fue usado como control de infección. Estos 3 gruposfueron infectados oralmente con 150 mc de F. hepatica ysacrificados a las 19 semanas post infección (spi) para valorar lacarga parasitaria.
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Todos los grupos fueron sacrificados a las 19 semanas post-infección. Los dos experimentos fueron aprobados por el Comité deBioética de la Universidad de Córdoba.El estudio parasitológico no reveló diferencias significativasen la reducción de la carga parasitaria entre los grupos 4 (vacunaCL) y los grupos 5 y 6. de la experiencia 2. El estudio patológicodemostró que a los 9 dpi el grupo 1 mostraba lesiones hepáticasmenos severas que el grupo 2, aunque a los 18 dpi las lesioneshepáticas eran similares en ambos grupos. Los dos gruposinfectados (1 y 2) mostraron trayectos necróticos y granulomashepáticos a los 9 y 18 dpi. La fibrosis periportal mostró unincremento progresivo en el grupo 1 y 2 a los 9 y 18 dpi, cuando fuemás severa en el grupo 2 en comparación con el grupo 1.El número de células FoxP3+ en hígado aumentósignificativamente en el grupo 1 y 2 a los 9 y 18 dpi en comparacióncon el grupo 3, sin observarse diferencias significativas entre losdos grupos infectados. En los NLH, el número de linfocitos FoxP3+aumentó significativamente en los grupos 1 y 2 respecto al grupo 3desde los 9 dpi, sin diferencias significativas entre los grupos 1 y 2,siendo menos numerosas en el grupo 1 a los 18 dpi.En este trabajo, se investigó la estabilidad de 10 genes dereferencia candidatos en NLH e hígado. El análisis de estabilidad dela expresión génica mediante el enfoque estadístico de RefFinderreveló que PGK1, HSP90AA1 y GYPC fueron los genes más establesque podrían usarse en la normalización. El número óptimo degenes de referencia para la normalización también se calculó porgeNorm usando la variación por pares (pairwise variation
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The aim of the present study was to evaluate the immuneresponse during early stages of infection in the liver and hepaticlymph nodes (HLN) in unvaccinated and vaccinated withrecombinant Cathepsin L1 (rCL1) sheep and challenged with
Fasciola hepatica, and to evaluate the protective efficacy of thevaccine according to fluke burdens.Two experiments were carried out, in the first one forty-four 7-month old female Merino-breed sheep obtained from a liverfluke-free farm were used to study early stages of infection. Sheepwere distributed into three groups. Group 1 (n=20) wasimmunized subcutaneously with two doses four weeks apart with100µg of recombinant CL1 from F. hepatica in 2 ml of MontanideISA 70 VG. Group 2 (n=20) was used as infected control and group
3 (n=4) was used as the uninfected negative control. Groups 1 and2 were orally infected with 200 metarcercariae of F. hepatica anddivided into four subgroups each (n=5) which were sacrificed inpairs at one day post infection (dpi), 3 dpi, 9 dpi and 18 dpi.To study vaccine efficacy another 34 sheep of the same agewere divided into three groups. Group 4 (n=13) were immunizedas group 1; group 5 (n=12) was immunized only with the adjuvantand group 6 (n=9) was used as infected control. These 3 groupswere orally infected with 150 metacercariae and were sacrificed 19weeks post-infection for fluke burdens. The experiment wasapproved by the Bioethics Committee of the University of Cordoba.The parasitological study did not show significantdifferences of fluke burdens between group 4 and groups 5 and 6.Gross hepatic changes at 9 dpi revealed lower number of lesions in
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the group 1 in comparison that group 2, although at 18 dpi the liverpresented similar lesions in both groups. Both infected groups (1and 2) showed necrotic paths and hepatic granulomas at 9 and 18dpi. Periportal fibrosis showed an increase in group 1 and 2 at 9and 18 dpi, which it was more severe in group 2 in comparisonwith group 1.FoxP3+ cells showed a significant increase in liver in thegroups 1 and 2 at 9 and 18 dpi in comparison with group 3. Nosignificant differences between both infected groups were found.FoxP3+ cells had a significant increase in HLN in the groups 1 and 2at 9 and 18 dpi. No significant differences between both infectedgroups were found.The stability of 10 candidate reference genes was evaluatedin the HLN and liver. The stability analysis of gene expression usingthe RefFinder statistical approach revealed that PGK1, HSP90AA1and GYPC were the most stable genes that could be used fornormalization. The optimal number of reference genes fornormalization was also calculated by GeNorm using the pairwisevariation (Vn/Vn+1) and the results indicated that in both tissuesthe use of the two more stable genes was enough for thestandarization.The expression of IL-4 increased in the liver and HLN at 9and 18 dpi in both group 1 and 2 in comparison with group 3. Theexpression of IFN-γ showed different dynamics in liver and HLN. Inthe liver it increased at 9 dpi in animals from group 1 and at 18 dpiit increased in animals from group 1 and 2, in comparison withgroup 3. This increase could be due to a response to liver damage
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